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АНОНСЫ

Новые ингибиторы никотиновых 
ацетилхолиновых рецепторов на основе 
аналогов олеоилхолина

М. В. Владыкина, И. С. Кокаева, И. Е. Кашеверов, Н. М. Грецкая, Г. Н. Зинченко, 
В. И. Цетлин, Ю. Н. Уткин, В. В. Безуглов, И. В. Шелухина
Ацилхолины – эндогенные модуляторы холинергической системы, перспективные 
для доставки нуклеиновых кислот. Олеоилхолин и два синтетических катионных 
липида, содержащих четвертичную аммониевую группу и два остатка олеиновой 
кислоты, продемонстрировали свойства ингибиторов никотиновых ацетилхоли-
новых рецепторов (нАХР) мышечного и нейронального α7 типа. Существенным 
оказалось влияние противоиона ацилхолина. Усложнение молекулы ацилхолина 
введением двух остатков олеиновой кислоты ухудшало ее ингибиторные свойства, 
но усиливало цитотоксическое действие по независимому от нАХР механизму.

Структуры исследованных 
ацилхолинов

Метапротеом микробиома таежного клеща 
Ixodes persulcatus Тюменской области

А. С. Козлова, А. В. Згода, Н. А. Петушкова, Н. А. Болоченков, В. Г. Згода, 
М. А. Сальницкая, Д. В. Казаков, А. В. Лисица
Цель работы – охарактеризовать биологические процессы микробиома 
таежного клеща методами метапротеомики. Проанализированы метапро-
теомы голодных самок и самцов, идентифицированы белковые продукты, 
кодируемые 2100 генами микроорганизмов, относящихся к 203 видам бак-
терий и грибов. Обнаружено повышение количества белков, ассоциирован-
ных с грибами класса Ascomycota, особенно выраженное у самок. Найдены 
белки патогенных видов риккетсий и боррелий. Результаты направлены 
на функциональный анализ роли микробиома в физиологии клеща в за-
висимости от его пола.

M 1 : 40
M 1 : 100
Ж 1 : 100
Ж 1 : 40

Тип клеток как один из основных факторов,  
определяющих распределение R-петель в геноме

К. Ю. Олейникова, Н. А. Жигалова, Э. П. Хатчинс, А. С. Рузов

Пересечение множеств иденти-
фицированных белков в зависи-
мости от пола клеща и от кон-
центрации трипсина

hPSCs 

3295 
(73.5%)

3271 
(73.4%)

1187 
(~26%)

HAP1 WT

HAP1 WT

3564 
(79.9%)

HAP1 
2B1 KO

HAP1 
YTHDF2 KO

71.7% (651+30) HAP1 
2B1 KO-пиков 57.7% (651 + 213) of HAP1 

YTHDF2 KO-пиков

R-петли – молекулярные структуры, содержащие гибрид 
ДНК:РНК и неспаренную одноцепочечную ДНК, важны 
для нормальной физиологии клеток и патогенеза много-
численных заболеваний. Современные исследования часто 
исходят из постулата о высокой степени сходства меж-
ду геномным распределением R-петель в разных типах 
клеток. В настоящей работе авторы показывают, что тип 
клетки является одним из основных факторов, определяю-
щих геномное распределение R-петель, и только система-
тическое сравнение большого массива различных наборов 
данных по R-петлям, полученных из разных типов клеток/
тканей, может устранить несоответствия между различ-
ными методами картирования этих структур.

Тип клеток является основным фактором,  
определяющим распределение R-петель 

в геноме
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ВВЕДЕНИЕ
Фактор некроза опухоли (tumor necrosis factor, 
TNF), оказывая плейотропное действие на клетки, 
играет центральную роль в регуляции защитных 
реакций организма: способствует инфильтрации 
очага воспаления лейкоцитами, повышая уровень 
продукции молекул адгезии, активирует макрофа-
ги, увеличивает проницаемость сосудов, способству-
ет активации антигенпредставляющих клеток и др. 
[1, 2]. Однако часто гиперпродукция этого цитокина 
может приводить к развитию патологических со-
стояний, сопровождающихся хроническими воспа-
лительными и/или аутоиммунными реакциями, та-
ким как ревматоидный артрит (РА), болезнь Крона, 
септический шок, кахексия и др. [3].

Среди всех заболеваний, обусловленных ги-
перпродукцией TNF, наибольшую социальную 
значимость имеет РА, который поражает 0.5–2% 
взрослого населения в наиболее работоспособном 
возрасте (35–55 лет) [4]. Заболевание характери-
зуется как синовиальным, так и системным вос-

палением и при неадекватном лечении приводит 
к инвалидности, снижению качества жизни, потере 
трудоспособности и существенному экономическому 
ущербу [5]. До начала XXI века треть пациентов 
с РА прекращали работу из-за заболевания в тече-
ние 2 лет с момента его возникновения [6]. Кроме 
того, продолжительность жизни пациентов с тяже-
лым РА сокращалась в среднем на 10 лет [7]. В этой 
связи актуальным является вопрос разработки эф-
фективных способов лечения данного заболевания.

Лечение РА кардинально изменилось за послед-
ние 20–25 лет – от контроля симптомов до предот-
вращения прогрессирования заболевания. Такие 
изменения обусловлены в первую очередь появле-
нием препаратов, модифицирующих заболевание, 
существенно улучшивших качество лечения паци-
ентов. Лидирующей подгруппой среди биологиче-
ских препаратов являются блокаторы TNF, на кото-
рые приходится около 75% от общего объема рынка. 
Лидерами среди блокаторов TNF являются три пре-
парата на основе рекомбинантных белков: Ремикейд 

УДК 578.247:612.017.1
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Поступила в редакцию 11.05.2025
Принята к печати 27.01.2026
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РЕФЕРАТ Население всего мира страдает от множества иммуноопосредованных воспалительных забо-
леваний, в патогенезе которых решающее значение отводится фактору некроза опухоли (tumor necro-
sis factor, TNF). К таким заболеваниям относятся прежде всего ревматоидный артрит, болезнь Крона, 
псориаз, рассеянный склероз, септический шок и др. При всех этих заболеваниях наблюдается гипер-
продукция TNF, которая запускает молекулярные пути развития патологий. Для улучшения качества 
жизни пациентов, у которых диагностированы заболевания, обусловленные гиперпродукцией TNF, 
в первую очередь применяются анти-TNF-препараты на основе клеточных рецепторов TNF и моно-
клональных антител. Однако доступность таких препаратов для населения ограничена. В этой связи 
актуальной остается разработка новых более доступных TNF-блокаторов, которые, не уступая по тера-
певтической эффективности используемым препаратам, будут вызывать меньшие побочные эффекты. 
В обзоре рассмотрены новейшие данные по созданию перспективных TNF-блокаторов, в том числе 
на основе белков ортопоксвирусов.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА TNF, ортопоксвирусы, ревматоидный артрит, CrmB, вирус натуральной оспы.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ TNF – фактор некроза опухоли; РА – ревматоидный артрит; ПсА – псориа-
тический артрит; ДК – дендритные клетки; p55 – клеточный рецептор TNF типа I; p75 – клеточ-
ный рецептор TNF типа II; CRD – цистеин-богатый домен; PLAD-субдомен – субдомен, обеспечиваю-
щий олигомеризацию рецептора TNF, предшествующую связыванию с лигандом; IL – интерлейкин; 
GM-CSF – гранулоцитарно-макрофагальный колониестимулирующий фактор; Th1 – Т-хелперы 1 типа; 
ЛПС – липополисахарид; КИА – коллаген-индуцированный артрит.
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(Centocor Ortho Biotech/Schering-Plough), Энбрел 
(Amgen/Wyeth) и Хумира (Abbott). Эти антиревма-
тические препараты обладают рядом недостатков, 
таких как наличие побочных эффектов, ограничива-
ющих переносимость препаратов, длительный курс 
лечения и повышенный риск развития опухолей. 
Помимо этого, часто пациенты утрачивают чувстви-
тельность к анти-TNF-препарату за счет форми-
рования иммунного ответа на вводимый препарат; 
в таком случае возникает необходимость замены 
препарата на другой [3].

Таким образом, сформировалась потребность в но-
вых препаратах против РА, не уступающих по эф-
фективности препаратам, представленным на рынке 
и превосходящих их по безопасности и экономично-
сти. Важное значение в этом направлении исследо-
ваний могут иметь TNF-связывающие белки вирусов. 
Наибольшее количество генов, кодирующих белки, 
действующие на различные компоненты защитной 
системы организма хозяина, представлены в геномах 
поксвирусов, крупнейших ДНК-содержащих виру-
сов млекопитающих. Особое внимание привлекают 
ортопоксвирусы, к которым относятся патогенные 
для человека вирусы натуральной оспы (ВНО), оспы 
обезьян (ВОО) и оспы коров (ВОК). Способность свя-
зывать разные лиганды (TNF, хемокины, интерферо-
ны, белки системы комплемента и др.) – важная осо-
бенность ортопоксвирусных иммуномодулирующих 
белков. Именно достигнутая в процессе коэволюции 
этих вирусов и человека высокая эффективность 
связывания вирусных белков с белками-мишенями 
организма человека делает такие вирусные белки 
перспективными для разработки на их основе тера-
певтических препаратов нового поколения. Для рас-
крытия терапевтического потенциала поксвирусных 
белков требуется детальное изучение широкого ряда 
гомологов, однако, по всей видимости, наиболее пер-
спективны иммуномодулирующие белки ВНО, эво-
люционно наиболее адаптированного к защитным 
системам организма человека [8].

ФАКТОР НЕКРОЗА ОПУХОЛИ И ЕГО РОЛЬ 
В РАЗВИТИИ ПАТОЛОГИИ
Фактор некроза опухоли (TNF) – провоспалитель-
ный многофункциональный цитокин, участвующий 
в комплексной регуляции воспалительных и им-
мунных процессов в организме, впервые был описан 
в середине 1970-х годов [9].

В ответ на внешние стимулы (воспаление и пр.) 
происходит активация клеток, способных проду-
цировать TNF, в результате чего запускается син-
тез полипептида, молекулярная масса которого 
составляет 26 кДа. Этот полипептид экспониру-
ется на поверхности клетки и представляет собой 

трансмембранную форму TNF. Растворимая форма 
TNF образуется путем ферментативного гидролиза 
пептидной связи между остатками Ala-76 и Val-77 
трансмембранной формы TNF, катализируемого ме-
таллопротеиназой TACE. Продуктами этой реакции 
являются растворимая мономерная форма TNF, 
молекулярная масса которой составляет 17 кДа, 
и остаточный цитоплазматический домен [10].

Свою биологическую функцию TNF реализу-
ет в трансмембранной или растворимой форме. 
Трансмембранная форма TNF запускает каскад био-
химических реакций в результате непосредственно-
го контакта клеток, продуцирующих лиганд (TNF), 
и рецептор, в то время как растворимая форма TNF 
действует в местах, удаленных от клеток, продуци-
рующих TNF [11].

Для реализации функций и запуска каскада вну-
триклеточных молекулярных реакций необходима 
тримеризация как растворимой, так и трансмем-
бранной формы TNF (TNF обладает биологической 
активностью только в составе тримера). После три-
меризации лиганда происходит его связывание с со-
ответствующим клеточным рецептором – TNFR1 
(p55/CD120a, 55 кДа) или TNFR2 (p75/CD120b, 
75 кДа) [12–15].

p55 и p75 относятся к большому суперсемей-
ству рецепторов TNF, содержащему не менее 29 
структурно родственных трансмембранных белков 
типа I (белки с внеклеточной N-концевой частью 
и внутриклеточной C-концевой), имеющих свои 
структурные особенности [16]. Из структурных 
особенностей белков данного семейства для про-
явления биологической активности наиболее важ-
ны цистеинбогатые домены (cysteine-rich domains, 
CRD). CRD представляет собой псевдоповтор дли-
ной около 40 аминокислотных остатков, содержащий 
шесть остатков цистеина, вовлеченных в образова-
ние трех дисульфидных мостиков внутри одной по-
липептидной цепи каждого CRD. Количество CRD 
у представителей суперсемейства рецепторов TNF 
варьирует от одного до шести. Эти псевдоповторы 
участвуют в связывании соответствующих лиган-
дов [17]. При этом не все CRD могут участвовать 
в связывании с лигандом, так TNF главным образом 
контактирует со вторым и третьим с N-конца CRD 
p55 [18], а первый CRD участвует в олигомеризации 
мономерных форм белка. Этот домен назван PLAD-
субдоменом, так как показано, что молекулы рецеп-
тора олигомеризуются на клеточной поверхности 
перед тем как связать лиганд (рис. 1). Связывание 
PLAD-субдоменов является высокоспецифичным, 
что обеспечивает механизм, посредством которого 
различные представители суперсемейства рецепто-
ров TNF могут узнавать друг друга [19–21].
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Передача биологического сигнала после связыва-
ния рецептора с лигандом зависит от того, какой 
тип цитоплазматического домена содержит рецеп-
тор. Цитоплазматические домены представителей 
суперсемейства рецепторов TNF имеют небольшую 
длину и функционируют как стыковочный сайт 
сигнальных молекул [18]. Основываясь на струк-
туре цитоплазматических доменов, рецепторы 
можно подразделить на три группы: рецепторы, 
содержащие домен смерти (например, p55), рецеп-
торы, не содержащие домен смерти (например, p75), 
и растворимые рецепторы (p55 и p75 могут суще-
ствовать как в форме, ассоциированной с клеточной 
мембраной, так и в растворимой форме) [21].

Накопленные к настоящему времени данные по-
зволяют выделить несколько основных сигнальных 
путей – первый уровень деления основан на типе 
рецептора, с которым взаимодействовал лиганд: 
пути, опосредованные активацией p55, и пути, 
опосредованные активацией p75 (рис. 2) [22]. Ранее 
условно было принято считать, что через p55 реа-
лизуются эффекты цитотоксичности, а через p75 – 
пролиферации [23], однако к настоящему времени 
перечень биологических эффектов, реализуемых 
через p55 и p75, значительно расширен.

После связывания TNF с p55 происходит за-
пуск внутримолекулярных реакций c привлечением 
адаптерных молекул к домену смерти в цитоплаз-
матической части рецептора. В результате образу-
ется комплекс I, который состоит из TRADD (бе-
лок домена смерти, ассоциированный с p55), RIPK1 
(рецепторсвязывающая протеинкиназа 1), TRAF2 
(ассоциированный с TNF фактор 2) [24]. TRAF2 
может включаться в состав комплекса I в ассоци-
ированной с cIAP1 и cIAP2 (E3-убиквитин-лигазы) 
форме [25]. Далее cIAP1 и cIAP2 модифицируют 
различные компоненты сигнального комплекса p55, 
в частности RIPK1, с помощью цепей убиквитина, 
связанных с остатком лизина в положении 63 [26], 
и создают таким образом сайты связывания LUBAC 

(белковый комплекс сборки линейной цепи убикви-
тина). LUBAC дополнительно модифицирует RIPK1 
с помощью линейно связанных цепей убиквитина, 
которые позволяют привлекать митоген-активиру-
емую протеинкиназу TAK-1 через TAB2 (TAK1-
связывающий белок-2) и IKK (комплекс ингибитора 
каппа-B-киназ) [25]. Далее происходит активация 
классического пути NF-κB, что запускает транс-
крипцию различных NF-κB-регулируемых мише-
ней (генов цитокинов и антиапоптотических генов). 
Таким образом, можно заключить, что в ассоцииро-
ванной с клеточной мембраной форме комплекс I 
запускает механизмы клеточного выживания. 
Если же комплекс I находится в диссоциированной 
от клеточной мембраны форме, то он может свя-
зываться с FADD (белок, взаимодействующий с до-
меном смерти Fas-рецептора) и каспазой 8, образуя 
так называемый комплекс II, который в зависимо-
сти от активности каспазы 8 может вызывать апоп-
тоз или некроптоз [24, 27].

Аналогичные молекулярные каскады могут запу-
скаться внутри клетки и при связывании TNF с p75. 
Однако в проведении сигнала через p75 центральную 
роль все же отводят тирозинкиназе c-Jun, которая 
активируется через TRAF2 и ASK1 (регулирующая 
сигнал апоптоза киназа 1) и выступает в качестве 
медиатора активации NF-κB [28]. Кроме того, сиг-
нальный путь p75 тесно связан с феноменом стрес-
са эндоплазматического ретикулума (ЭР-стресс). ЭР 
чувствителен к изменениям гомеостаза, способству-
ющим накоплению неправильно свернутых белков, 
которые вызывают ЭР-стресс и способствуют апоп-
тотической гибели клеток. Таким образом, после 
ЭР-стресса TRAF2 образует комплекс с сенсором 
ЭР-стресса и взаимодействует с прокаспазой 12, спо-
собствуя его активации. Также высказано предполо-
жение, что ЭР-стресс индуцирует продукцию TNF. 
Все это приводит к подавлению активации фактора 
транскрипции c-Jun и обуславливает восприимчи-
вость клетки к клеточной смерти. Эти данные под-

Рис. 1. Схематическое изо-
бражение взаимодействия 
рецепторов TNF с лигандом. 
В отсутствие лиганда рецеп-
торы TNF существуют в виде 
димеров и после связывания 
с лигандом образуют олиго-
мерную сетевую структуру, 
состоящую из тримерных 
комплексов рецептор–ли-
ганд. Связывание рецептора 
с лигандом приводит к актива-
ции внутриклеточной переда-
чи сигнала [15]. CRDs – цисте-
инбогатые домены

активация

лиганд

трансмембранный 
участок

внутриклеточная 
передача сигнала

цитоплазматический 
участок

CRDs

PLAD



ОБЗОРЫ

 ТОМ 18 № 1 (68) 2026 | ACTA NATURAE | 7

тверждают значимость ЭР как дополнительной точ-
ки контроля апоптоза через p75 [22].

Таким образом, можно заключить, что различ-
ные сигнальные пути, запущенные через p55 и p75, 
тесно связаны между собой. TNF и его рецепторы 
образуют сложную сигнальную сеть, что отражает-
ся в аддитивных, синергических и даже антагони-
стических взаимодействиях двух типов рецепторов 
TNF [29].

Являясь ключевым фактором поддержания го-
меостаза в организме, TNF остается ключевым 
фактором и при нарушении нормального течения 
гомеостатических реакций; при таком стечении об-
стоятельств TNF уже будет выполнять патогенети-
ческую функцию. Так, в норме TNF обусловливает 
регенерацию костных тканей, регулирует баланс 
между остеобластами и остеокластами, при пато-
генетическом пути развития будет способствовать 
остеокластогенезу [2]. В норме TNF будет ингиби-
ровать опухолеобразование, а при патологии бу-
дет способствовать ускользанию опухолевых кле-
ток от иммунного надзора [1]. Подобных примеров 
можно привести множество, однако нельзя выде-
лить однозначные причины, по которым происходит 
переключение на патогенетический путь развития. 
Большая часть исследований описывает уже воз-
никшие патологические состояния, пытаясь устано-
вить причину их возникновения.

Ввиду того, что TNF может оказывать свои био-
логические эффекты практически повсеместно, 
перечень патологических состояний, в развитии ко-
торых ключевую роль отводят этому цитокину, об-

ширен. Среди основных патологий можно выделить 
ревматоидный артрит (РА), болезнь Крона, септи-
ческий шок, псориаз, саркоидоз, кахексию, синдром 
Шегрена, полимиозит, васкулит, болезнь Бехчета, 
атеросклероз, рассеянный склероз и др. Все пере-
численные заболевания характеризуются гипер-
продукцией TNF, однако этиология большинства 
из них во многом остается не до конца выясненной 
[3]. Рассмотрим лишь три наиболее хорошо изучен-
ные патологии, обусловленные высоким уровнем 
продукции TNF.

Среди заболеваний ,  характеризующих-
ся гиперпродукцией TNF, наиболее изучен РА. 
Ревматоидный артрит относится к хроническим 
аутоиммунным заболеваниям, при котором чаще 
всего развивается синовит, происходит дегенера-
ция хрящевой ткани и наблюдаются эрозивные по-
вреждения костной ткани [30, 31]. РА имеет боль-
шую социальную значимость, поскольку выявляется 
у 0.5–2% взрослого населения наиболее работоспо-
собного возраста 35–55 лет [4, 32]. Заболевание ха-
рактеризуется как синовиальным, так и системным 
воспалением и при неадекватном лечении приводит 
к инвалидности, снижению качества жизни, потере 
трудоспособности и существенному экономическому 
ущербу [5]. До начала XXI века треть пациентов 
с РА прекращали работу из-за заболевания в те-
чение 2 лет с момента появления симптомов [6]. 
Кроме того, у пациентов с тяжелым РА продолжи-
тельность жизни сокращалась в среднем на 10 лет 
[7]. Считается, что патогенез РА связан с взаимо-
действием генетических, эпигенетических, эколо-

Рис. 2. Внутриклеточные сиг-
нальные пути, активируемые 
связыванием TNF с p55 и p75. 
Связывание TNF с p55 приводит 
к клеточной смерти или воспа-
лению путем активации класси-
ческого пути NF-κB. Связывание 
TNF с p75 активирует класси-
ческие и неклассические пути 
NF-κB. Сплошные линии зеле-
ного и синего цвета обозначают 
активирующую сигнализацию, 
пунктирные линии – ингибирую-
щую сигнализацию. sTNF – рас-
творимая форма TNF, tmTNF – 
трансмембранная форма TNF, 
sp55 – растворимая форма 
p55, tmp55 – трансмембранная 
форма p55, sp75 – растворимая 
форма p75, tmp75 – трансмем-
бранная форма p75 [22]
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гических, метаболических, иммунных и микробных 
факторов [33, 34]. На молекулярном же уровне TNF 
является одним из основных воспалительных цито-
кинов, участвующих в патогенезе РА.

На начальной стадии развития заболевания 
при инициации воспалительного процесса про-
исходит накопление Т-хелперов 1-го типа (Th1) 
и макрофагов, а также В-клеток, плазматических 
клеток и дендритных клеток (ДК). Основным источ-
ником TNF в очаге воспаления являются макрофаги 
и T-клетки [35]. Совместно с интерлейкином 1 (IL-
1) TNF стимулирует пролиферацию фибробластов 
и индуцирует синтез провоспалительных цитокинов, 
таких как IL-6, IL-8 и гранулоцитарно-макрофа-
гальный колониестимулирующий фактор (GM-CSF), 
молекул адгезии и протеаз (например, коллаге-
назы). При участии протеаз происходит гидролиз 
коллагена и протеогликанов, в результате чего раз-
рушаются хрящевая и костная ткани и, в конечном 
итоге, происходит эрозивное повреждение суставов. 
Кроме того, GM-CSF имеет положительную об-
ратную связь с TNF и повышает экспрессию че-
ловеческого лейкоцитарного антигена изотипа DR 
на антигенпрезентирующих клетках, тем самым ак-
тивируя Т-клетки. TNF усиливает пролиферацию 
синовиальных и циркулирующих Т- и В-клеток, 
повышает экспрессию молекул адгезии на эндоте-
лии, способствуя адгезии Т-клеток и их миграции 
в ткань. Также TNF связан с развитием остеопоро-
за при РА – он вызывает дифференциацию осте-
окластов, опосредует дефицит эстрогенов. Все это 
приводит к потере костной массы. Таким образом, 
TNF оказывает плейотропное действие на все клет-
ки (фибробласты, эндотелиальные клетки, T-клетки 
и др.), которые играют ключевую роль в патогенезе 
РА, что свидетельствует о центральной роли TNF 
в развитии заболевания. Кроме того, важная роль 
этого цитокина неоднократно подтверждена успеш-
ной терапевтической блокадой трансмембранного 
и растворимого TNF у пациентов с РА [36, 37].

Заболеванием со сходными путями молекулярно-
го патогенеза с РА является псориатический артрит 
(ПсА). Обычно ПсА встречается у людей, страдаю-
щих кожным псориазом, и чаще всего проявляется 
в виде отека пальцев рук и ног [38]. ПсА харак-
теризуется активацией иммунных клеток в воспа-
ленных тканях. Активированные ДК и макрофаги 
отличаются чрезмерной продукцией TNF и IL-23, 
что в дальнейшем может индуцировать праймиро-
вание Т-клеток. Активированные при ПсА Т-клетки 
дифференцируются в эффекторные Т-клетки, 
в частности в Th17, которые могут продуцировать 
большое количество цитокина IL-17. IL-17, в свою 
очередь, играет ключевую роль в деструктив-

ных процессах в суставах вместе с макрофагами. 
Макрофаги запускают цепочку молекулярных про-
цессов, схожих с процессами при развитии РА [35, 
39, 40]. Затем IL-17 и TNF активируют кератино-
циты, которые способствуют гиперплазии эпидер-
миса и привлекают такие воспалительные клетки, 
как ДК. TNF индуцирует пролиферацию и ингиби-
рование апоптоза кератиноцитов через сигнальный 
путь NF-κB, что в конечном итоге приводит к об-
разованию микроабсцесса за счет усиления рекру-
тирования воспалительных клеток [35]. Таким обра-
зом, при ПсА происходят изменения в соотношении 
про- и противовоспалительных подтипов иммунных 
клеток и цитокинов, которые могут способство-
вать воспалению и разрушению тканей. В резуль-
тате большого количества исследований доказано, 
что TNF, IL-23 и IL-17 играют ключевую роль в па-
тогенезе ПсА, так как блокаторы этих трех молекул 
оказывают терапевтические эффекты [38, 41].

Еще к одной социально значимой патологии, обу-
словленной гиперпродукцией TNF, относятся сепсис 
и септический шок. Ежегодно он является причи-
ной смерти более миллиона человек во всем мире. 
При септическом шоке частота летальных исхо-
дов составляет примерно один случай из четырех 
[42]. Сепсис – это тяжелый клинический синдром, 
связанный с реакцией организма на инфекцию. 
Тяжесть инфекций обусловлена активацией внутри-
клеточных молекулярных каскадов, которые приво-
дят к аутоусилению продукции цитокинов – цито-
киновому шторму (сверхэкспрессия TNF, IL-1, IL-6, 
IL-8, IL-12 и др.). Попавшие в организм микроорга-
низмы распознаются врожденной иммунной систе-
мой: среди составляющих врожденного иммунного 
ответа в первую очередь выделяют клетки лейко-
цитарного ряда, среди гуморальных составляющих 
выделяют систему комплемента, цитокины, хемо-
кины и антимикробные пептиды, секретируемые 
врожденными иммунными клетками [43].

Активация врожденного иммунитета осуществля-
ется в ответ на связывание патоген-ассоциирован-
ных молекулярных паттернов (PAMP – patogen-as-
sociated molecular patterns, высоко консервативные 
антигены микроорганизмов, такие как липополиса-
харид, пептидогликаны и др.) с клеточными паттер-
нраспознающими рецепторами (PRR). PRR также 
распознает молекулы, образующиеся при поврежде-
нии собственных тканей (DAMP – damage-associated 
molecular patterns, паттерны, ассоциированные с по-
вреждением). У позвоночных идентифицировано 
четыре типа PRR: Toll-подобные рецепторы (TLR), 
Nod-подобные рецепторы (NLR), RIG-подобные ре-
цепторы (RLR) и лектиновые рецепторы C-типа 
(CLR). Наиболее хорошо изучены сигнальные пути, 
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активируемые через TLR. В результате активации 
этих сигнальных каскадов такие факторы транс-
крипции, как NF-κB, индуцируют выработку вос-
палительных цитокинов – TNF, IL-1β, фактор регу-
ляции интерферона 3 (IRF3), IRF7 или адаптерный 
белок 1 (AP1) (рис. 3) [43, 44]. Избыточная продук-
ция цитокинов приводит к генерализованной акти-
вации эндотелия, увеличению экспрессии молекул 
адгезии, активации процессов свертывания кро-
ви и дальнейшей стимуляции продукции воспа-
лительных цитокинов – развивается септический 
шок [45]. В настоящее время иммуномодулирующие 
препараты, наряду с антибиотиками, используются 
для лечения сепсиса. Активно изучается возмож-
ность применения ингибиторов цитокинов, таких 

как антитела против TNF, в качестве терапевтиче-
ских препаратов при сепсисе [46].

На основании описания патогенеза трех основных 
заболеваний, характеризующихся гиперпродукцией 
TNF, можно заключить, что все они имеют пересе-
кающиеся молекулярные пути развития, а, следо-
вательно, для лечения данных заболеваний могут 
разрабатываться схожие терапевтические сред-
ства. Новые TNF-блокаторы могут применяться 
как при РА, ПсА, септическом шоке, так и при дру-
гих заболеваниях, патогенез которых связан с ги-
перпродукцией TNF (табл. 1).

ПРЕПАРАТЫ, ИНГИБИРУЮЩИЕ БИОЛОГИЧЕСКУЮ 
АКТИВНОСТЬ TNF 
Бурное развитие молекулярно-биологических мето-
дов во второй половине XX века совместно с соз-
данием и изучением лабораторных моделей имму-
ноопосредованных воспалительных заболеваний 
позволили установить решающее значение TNF 
в патогенезе нескольких из этих заболеваний (РА, 
болезнь Крона, язвенный колит, септический шок 
и др.).

Одни из первых доказательств роли TNF в пато-
генезе воспалительного артрита получены на транс-
генных мышах, гиперпродуцирующих TNF человека 
(hTNF). У таких мышей спонтанно возникает хрони-
ческий воспалительный полиартрит, развитие кото-
рого предотвращается введением моноклональных 
антител, специфичных к hTNF [57]. В настоящее 
время не вызывает сомнений тот факт, что TNF 
является общей эффекторной молекулой воспали-
тельных каскадов, возникающих при некоторых 
аутоиммунных заболеваниях [58]. Развитие мето-
дов геномного редактирования позволило создавать 
линии мышей для исследования на лабораторных 
моделях особенностей патогенеза таких заболева-
ний, как коллаген-индуцированный артрит, аутоим-
мунный энцефаломиелит, колит, бактериальные ин-
фекции и др. С использованием некоторых из этих 
моделей удалось определить роль TNF в развитии 
заболевания [59].

Результаты подобных исследований иницииро-
вали множество работ, направленных на создание 
препаратов, ингибирующих TNF, для лечения таких 
иммуноопосредованных заболеваний, как РА, бо-
лезнь Крона и др.

Основной задачей анти-TNF-терапии является 
ингибирование сигнальных путей, опосредованных 
TNF, и, как следствие, уменьшение/прекращение 
воспалительного ответа. Чтобы добиться этой цели, 
разрабатываются препараты, направленные на раз-
личные молекулярные мишени, участвующие в про-
цессах синтеза и процессинга TNF. Потенциальными 

Грамотрицательные 
бактерии

Грамположительные 
бактерии

растворимый 
CD14

плазматическая 
мембрана

эндосома

сепсис

полиорганная  
недостаточность

смерть
ядро

синтез и высвобождение провоспалительных 
цитокинов (IL-1, IL-6, IL-12, IL-8 и TNF)

Рис. 3. Схематическое изображение активации сиг-
нальных путей через TLR, приводящих к развитию 
цитокинового шторма и сепсиса. В результате актива-
ции молекулярных каскадов активируется синтез про-
воспалительных цитокинов (IL-1, IL-6, IL-12, IL-8 и TNF) 
и противовоспалительных цитокинов (IL-10) и интерфе-
ронов типа 1. Повышенный уровень этих воспалитель-
ных медиаторов приводит к развитию цитокинового 
шторма при сепсисе [44]
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фармакологическими мишенями могут стать кина-
зы, участвующие во внутриклеточной сигнализации, 
факторы транскрипции, а также молекулы, участву-
ющие в сплайсинге мРНК, трансляции и процессин-
ге белка [60]. Однако эти факторы в большинстве 
своем мультифункциональные, поэтому сложно 
создать ингибиторы, которые бы избирательно воз-
действовали только на биосинтез TNF [61]. Поэтому 
наиболее продуктивна стратегия, нацеленная 
на блокирование взаимодействия TNF с рецептора-
ми, вследствие чего дальнейшая передача сигнала 
становится невозможной [60]. В настоящее время 
именно эта стратегия, направленная на разработ-
ку TNF-блокаторов, наиболее часто используется 
при создании препаратов для анти-TNF-терапии.

С конца 1990-х годов ингибиторы TNF произвели 
революцию в терапии иммуноопосредованных вос-
палительных заболеваний, поражающих суставы, 
кишечник и кожу. В ходе множества клинических 
исследований препараты продемонстрировали свою 
эффективность и безопасность на большом коли-
честве добровольцев, уже в 1998 году Управление 
по контролю за продуктами питания и лекарствен-
ными средствами (FDA, США) одобрило первые 

анти-TNF-препараты на основе клеточного рецеп-
тора TNF и моноклонального анти-TNF-антитела 
для лечения РА и болезни Крона соответственно [62]. 

В настоящее время можно выделить пять основ-
ных анти-TNF-препаратов: на основе моноклональ-
ных анти-TNF-антител – infliximab, adalimumab, 
golimumab, certolizumab pegol – и на основе кле-
точного рецептора TNF – etanercept (рис. 4) [63, 64]. 
Остальные анти-TNF-препараты в подавляющем 
большинстве являются аналогами указанных пяти 
препаратов. Аналоги в первую очередь разраба-
тываются с целью увеличения доступности лекар-
ственных средств за счет снижения материальных 
затрат при их производстве [65, 66].

Etanercept (Enbrel) – анти-TNF-препарат, ко-
торый в 1998 году был первым одобрен для лече-
ния РА. Это препарат белковой природы состоит 
из двух внеклеточных доменов рецептора TNF p75 
человека, связанных с Fc-фрагментом IgG1 чело-
века (рис. 4). Рекомбинантный белок нарабатыва-
ют в культуре клеток СНО яичников китайского 
хомячка [3]. Наличие Fc-фрагмента увеличивает 
время циркуляции молекулы, обеспечивая его про-
лонгированное действие [67]. В настоящее время 

Таблица 1. Патогенетическая роль TNF в развитии некоторых аутоиммунных заболеваний

Заболевание Роль TNF в патогенезе Ссылка

Ревматоидный 
артрит

Усиливает воспалительный процесс (стимулирует миграцию нейтрофилов, моноцитов, 
лимфоцитов в синовиальную полость, способствует секреции провоспалительных 

цитокинов); увеличивает уровень продукции протеаз, что приводит к деструкции тканей 
суставных поверхностей; стимулирует остеокласты, что приводит к повышенной костной 
резорбции и эрозивным повреждениям суставов; обуславливает системные проявления 

в виде усталости, анемии и пр.; усиливает патологический процесс из-за взаимодействия 
с другими цитокинами.

[35, 37, 
47]

Болезнь  
Крона

Способствует воспалительной инфильтрации, активации макрофагов и лимфоцитов, 
что приводит к повреждению слизистой оболочки, эрозиям и язвенным поражениям; 

стимулирует продукцию других провоспалительных цитокинов, хемокинов и ферментов, 
усиливая воспалительный процесс в стенке кишечника; способствует формированию 

гранулематозных воспалительных очагов.

[48, 49]

Псориаз

Вызывает гиперпролиферацию кератиноцитов; способствует привлечению иммунных 
клеток к коже, усиливая воспалительный каскад и поддержание хронического воспале-
ния; стимулирует синтез других цитокинов, способствуя гиперкератозу, васкуляризации 

и воспалению.

[50–52]

Псориатический 
артрит

Активирует синовиальные клетки, макрофаги, T-лимфоциты и другие иммунные клетки, 
усиливая воспалительный ответ в синовиальной оболочке суставов; способствует акти-
вации ферментов, разрушающих хрящевую и костную ткань, что приводит к деструк-
ции суставной поверхности; увеличивает сосудистую проницаемость и стимулирует 
ангиогенез, способствуя развитию воспалительной реакции и росту воспалительных 

инфильтратов; способствует синтезу и секреции других провоспалительных цитокинов, 
создавая замкнутый цикл воспаления и хронизации процесса; стимулирует остеокласты, 

что приводит к поражению костных структур и эрозиям в области суставов.

[53, 54]

Сепсис Способствует развитию и прогрессированию системных воспалительных реакций, сосуди-
стых нарушений, гипотонии и органной дисфункции. [43–45]

Кахексия

Активирует разрушение мышечных и других тканей, способствуя мышечной атрофии;
вызывает повышение базального метаболизма, инсулинорезистентность и нарушение 
липидного обмена, что способствует потере жировой массы и энергетическому дисба-

лансу; подавляет центры аппетита в гипоталамусе, способствуя анорексии; способствует 
поддержанию воспалительного фона.

[55, 56]
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препарат характеризуется широким спектром тера-
певтических показаний – применяется при РА, ПсА, 
нерентгенологическом аксиальном спондилоартрите 
и др. (табл. 2) [65, 68].

Infliximab – анти-TNF-препарат, одобренный FDA 
в 1998 году для лечения болезни Крона. Препарат 
представляет собой химерное моноклональное ан-
титело, состоящее из константного участка легкой 
цепи IgG1 человека и вариабельного участка анти-
тела к TNF мыши (рис. 4). Данное химерное антите-
ло получено при помощи гибридомных технологий, 
продукция белка осуществляется рекомбинантной 
клеточной линией, культивируемой методом не-
прерывной перфузии [69]. Infliximab это довольно 
высокоспецифичный препарат, что уменьшает его 
побочное действие на другие биологические пути, 
однако вариабельный фрагмент антитела мыши мо-
жет вызывать иммунный ответ на препарат после 
введения его больному [70]. Применяется данный 
TNF-блокатор при болезни Крона, РА, ПсА, язвен-
ного колита и др. (табл. 2) [71].

Adalimumab – моноклональное анти-TNF-
антитело IgG1 человека (рис. 4), нарабатываемое 
в культуре клеток CHO. Adalimumab, одобренный 
FDA в 2002 году для лечения РА, возглавил десят-
ку самых продаваемых моноклональных антител 
в 2018 году и стал самым прибыльным препаратом 
в мире [72]. Позднее препарат был разрешен к при-
менению при болезни Крона, бляшечном псориазе, 
язвенном колите и др. (табл. 2).

Golimumab – препарат, представляющий собой 
моноклональное анти-TNF-антитело IgG1 человека. 
В отличие от adalimumab, полученного при помощи 
технологии фагового дисплея, golimumab получен 
в экспериментах с трансгенными мышами, в геном 
которых были встроены гены, кодирующие имму-
ноглобулин человека. Такие мыши были иммунизи-
рованы hTNF, при помощи гибридомной технологии 
был выделен гибридный клон-продуцент моно-
клонального антитела, эффективно связывающего 
hTNF [73, 74]. К настоящему времени одобрено при-
менение препарата при РА, ПсА и ряда других за-
болеваний (табл. 2) [75].

Certolizumab pegol представляет собой монова-
лентный Fab-фрагмент гуманизированного анти-
TNF-антитела IgG, в котором отсутствует Fc-область 
[76]. Именно отсутствие Fc-области определяет уни-
кальную структуру certolizumab pegol относительно 
структуры других TNF-блокаторов. Такая структур-
ная особенность может привести к быстрой деграда-
ции биологического препарата, поскольку связывание 
Fc-области с неонатальным Fc-рецептором в эндосо-
ме важно для регуляции гомеостаза антител путем 
защиты IgG от деградации, тем самым способствуя 
длительному периоду полураспада IgG в плазме. 
Однако период полувыведения certolizumab pegol 
из плазмы продлевается за счет конъюгации шар-
нирной области Fab-фрагмента антитела c двумя 
сшитыми цепями полиэтиленгликоля массой 20 кДа. 
Подобная модификация увеличивает период полувы-
ведения и растворимость препарата и снижает им-
муногенность и чувствительность к протеазам [77]. 
Впервые препарат был одобрен в 2008 году для лече-
ния болезни Крона, а позднее и для лечения РА, ПсА 
и других заболеваний (табл. 2).

Хотя все TNF-блокаторы нейтрализуют одну 
и ту же молекулярную мишень, из данных, приве-
денных в табл. 2 и во множестве других иссле-
дований, можно заключить, что не все препараты 
одинаково эффективны при одном и том же вос-
палительном заболевании. Например, в отличие 
от препаратов на основе моноклональных антител 
(adalimumab и infliximab), etanercept не доказал 
свою эффективность при лечении воспалительно-
го заболевания кишечника, или увеита [78]. Кроме 
того, существуют значительные различия в пока-
зателях ответа на введение TNF-блокатора среди 
разных пациентов с одним и тем же заболеванием. 
В то время как одни пациенты реагируют быстро, 
другим может потребоваться значительно больше 
времени, а некоторые вообще не ответят на исполь-
зуемый TNF-блокатор. Кроме того, некоторые па-
циенты могут со временем перестать реагировать 
на применяемую анти-TNF-терапию [64].

Infliximab Etanercept Adalimumab

Certolizumab pegol Golimumab

мышиный 
Fv

человеческий 
Fcγ1

человеческий 
Fcγ1

человеческий 
Fcγ1

человеческий 
Fcγ1

человеческий  
p75

человеческий 
Fv

человеческий 
Fv

гуманизированный Fv 
(мышиный CDR)

полиэтиленгликоль

PEG

PEG

Рис. 4. Упрощенные схемы молекулярных структур 
антагонистов TNF. Infliximab – химерное монокло-
нальное антитело мыши/человека IgG1 против TNF. 
Adalimumab и golimumab – полностью человеческие 
моноклональные антитела IgG1 против TNF. Etaner-
cept – слитый белок, состоящий из двух внеклеточных 
доменов рецептора TNF p75 человека и Fc-области 
IgG1 человека. Certolizumab pegol – пегилированный 
Fab-фрагмент гуманизированного моноклонального 
антитела IgG1 против TNF [64]
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Описанные различия в эффективности терапии 
определенным TNF-блокатором у пациентов с од-
ним и тем же заболеванием могут свидетельствовать 
об индивидуальном полиморфизме генов, связанных 

с функционированием иммунной системы, и о не-
обходимости дальнейшего изучения молекулярного 
патогенеза заболевания с целью подбора оптималь-
ных схем лечения. Клинические же различия в эф-

Таблица 2. Показания к применению TNF-блокаторов и даты первого одобрения применения препарата в клини-
ческой практике (одобрение FDA или Европейским агентством по лекарственным средствам (EMA)) [68] 

Препарат Заболевание Одобрен к применению  
в клинической практике, год

Etanercept

Ревматоидный артрит 1998
Ювенильный идиопатический артрит 1999

Псориатический артрит 2002
Аксиальный спондилоартрит 2003

Бляшечный псориаз 2004
Бляшечный псориаз у детей 2008

Нерентгенологический аксиальный спондилоартрит 2014

Infliximab

Болезнь Крона 1998
Ревматоидный артрит 1999

Аксиальный спондилоартрит 2003
Псориатический артрит 2004

Бляшечный псориаз 2005
Язвенный колит 2005

Болезнь Крона у детей 2006
Язвенный колит у детей 2011

Adalimumab

РА 2002
ПсА 2005

Аксиальный спондилоартрит 2006
Болезнь Крона 2007

Бляшечный псориаз 2007
Ювенильный идиопатический артрит 2008

Язвенный колит 2012
Болезнь Крона у детей 2012

Нерентгенологический аксиальный спондилоартрит 2012
Артрит, связанный с энтезитом у детей 2014

Бляшечный псориаз у детей 2015
Гнойный гидраденит 2015

Гнойный гидраденит у подростков 2016
Неинфекционный увеит 2016

Неинфекционный увеит у детей 2017
Язвенный колит у детей 2020

Golimumab

РА 2009
ПсА 2009

Аксиальный спондилоартрит 2009
Язвенный колит 2013

Нерентгенологический аксиальный спондилоартрит 2015
Ювенильный идиопатический артрит 2016

Certolizumab pegol

Болезнь Крона 2008
РА 2009
ПсА 2013

Аксиальный спондилоартрит 2013
Нерентгенологический аксиальный спондилоартрит 2013

Бляшечный псориаз 2018
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фективности разных ингибиторов TNF при разных 
иммуноопосредованных воспалительных заболевани-
ях привели к дискуссиям о различиях в механизмах 
действия этих TNF-блокаторов [79].

При помощи метода поверхностного плазмонного 
резонанса было показано, что golimumab связывает-
ся с растворимой формой TNF с тем же сродством, 
что и etanercept, но с большим сродством, чем inflix-
imab и adalimumab [74]. При этом авидность связы-
вания etanercept с растворимой формой TNF в 10–
20 раз выше, чем авидность связывания infliximab 
или adalimumab [80].

Помимо этого, infliximab, adalimumab, etanercept, 
golimumab и certolizumab pegol со сравнимой аф-
финностью связывают трансмембранные формы 
TNF, представленные на клеточной поверхности [81, 
82], однако их аффинность ниже, чем у растворимой 
формы TNF [80]. В то же время показано также, 
что etanercept не связывает трансмембранные фор-
мы TNF или связывает гораздо слабее по сравнению 
с анти-TNF-препаратами на основе моноклональных 
антител [83, 84]. Такие противоречивые данные мо-
гут быть, в первую очередь, связаны с использова-
нием клеточных линий, различающихся по уровню 
продукции трансмембранной формы TNF. Этому 
противоречат данные, согласно которым etanercept 
образует относительно нестабильные комплексы 
с растворимой формой TNF, что приводит к быстрой 
диссоциации TNF, в отличие от infliximab, который 
связывается как с трансмембранной, так и с раство-
римой формой TNF, образуя стабильные высокомо-
лекулярные комплексы [85]. Также выявлены раз-
личия в стехиометрических показателях. Infliximab 
способен связывать как мономерные, так и тример-
ные формы TNF, при этом образуются стабильные 
высокомолекулярные комплексы. Каждая молеку-
ла infliximab связывает две молекулы TNF, одна 
молекула etanercept связывается с гомотримером 
TNF в соотношении 1 : 1 [86]. Этот аспект совмест-
но с данными о том, что infliximab образует более 
стабильные комплексы с трансмембранной формой 
TNF, является возможным объяснением того, поче-
му infliximab эффективен в терапии воспалитель-
ных заболеваний кишечника, тогда как etanercept 
не показал клинической эффективности. Данные 
последних лет свидетельствуют о том, что нейтра-
лизация трансмембранной, а не растворимой формы 
TNF имеет решающее значение в терапии воспали-
тельных заболеваний кишечника [87, 88].

Таким образом, рассмотрев только один из основ-
ных механизмов действия TNF-блокаторов – ней-
трализацию TNF, – становится понятным, что раз-
личия в кинетических, стехиометрических и других 
параметрах межмолекулярного взаимодействия ре-

цептора с лигандом обуславливают различия в те-
рапевтической эффективности TNF-блокаторов 
при разных заболеваниях.

Различия в фармакокинетических профилях ин-
гибиторов TNF могут быть связаны также с разной 
эффективностью этих антагонистов. Etanercept име-
ет самый короткий период полураспада – 4–5 дней, 
при этом интактный IgG1 имеет длительный пери-
од полураспада, что отражено в более длительных 
периодах полураспада infliximab (8–10 дней), adali-
mumab (10–20 дней), golimumab (7–20 дней) и cer-
tolizumab pegol (14 дней). Etanercept имеет самую 
низкую максимальную равновесную концентра-
цию – 1.1 мкг/мл (по сравнению с 118 мкг/мл у inf-
liximab и 4.7 мкг/мл у adalimumab). В совокупности 
эти различия свидетельствуют о том, что препара-
ты на основе моноклональных антител к TNF могут 
обеспечивать более длительное действие, чем etan-
ercept [64].

Фармокинетические показатели препаратов 
обусловливают частое введение препаратов и, 
как следствие, увеличение системной нагрузки 
на организм, а также выработку антител, специфич-
ных к применяемому TNF-блокатору. Так, показано, 
что при применении etanercept у 1.2% пациентов 
вырабатывались антитела, специфичные к препара-
ту, у golimumab этот показатель составил 3.8%, тог-
да как наиболее иммуногенным оказался infliximab 
(25.3%), за которым следовали adalimumab (14.1%) 
и certolizumab pegol (6.9%) [89]. Показатели имму-
ногенности препаратов могут варьировать в зависи-
мости от заболевания, дозировок препарата, периода 
наблюдения и др. [90].

Однако, несмотря на значительный успех анти-
цитокиновой терапии при заболеваниях, вызванных 
гиперпродукцией TNF, следует заметить, что та-
кая терапия позволяет лишь купировать симпто-
мы, но не устранить причину, и может вызывать 
серьезные побочные эффекты из-за блокирования 
протективных функций цитокина [91]. К побочным 
действиям, возникающим в ответ на терапию анти-
TNF-блокаторами, прежде всего относятся инфузи-
онные и инъекционные реакции, инфекции, особенно 
на реактивацию туберкулеза, образование аутоанти-
тел и лекарственно-индуцированную красную вол-
чанку, нарушения функции печени, гематологические 
и солидные злокачественные опухоли [92–94]. Кроме 
того, могут возникать аллергические реакции, вы-
званные синтезом антител к анти-TNF-препаратам. 
В свою очередь, наличие антител к препарату может 
снижать эффективность лечения [95]. Показатели 
иммуногенности препаратов могут значительно отли-
чаться в зависимости от типа заболевания, дозировок 
препарата, периода наблюдения и пр. [90].
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Следует отметить, что для каждого анти-TNF-
препарата проводится тщательный мета-анализ на-
копленных данных, чтобы установить взаимосвязь 
между введением препарата и наблюдаемыми не-
желательными явлениями; тем не менее, неоспорим 
факт наличия побочных эффектов [96]. В настоя-
щее время активно разрабатываются новые препа-
раты, в том числе направленные на модификацию 
уже существующих лекарственных средств, с це-
лью снижения их побочных эффектов. В случае 
TNF доказано, что нежелательные побочные эф-
фекты связаны с многофункциональностью цито-
кина. Так, устойчивость организма к туберкулезу 
зависит от продукции TNF и роли этого цитокина 
в образовании гранулем, содержащих микобакте-
рии в неактивном состоянии. Поэтому применение 
ингибитора TNF может привести к активации ла-
тентной туберкулезной инфекции [93, 94]. При этом 
в исследованиях на лабораторных моделях различ-
ных заболеваний показано, что TNF, синтезируемый 
миелоидными клетками, обеспечивает патогенный 
эффект, в отличие от протективного эффекта TNF, 
продуцируемого T-лимфоцитами. Эти результаты, 
полученные в экспериментах на мышах с исполь-
зованием тканеспецифического нокаута, позволили 
выдвинуть предположение, что если потенциальный 
TNF-блокатор способен селективно не ингибировать 
TNF, продуцируемый T-лимфоцитами, то следует 
ожидать меньше нежелательных побочных эффек-
тов [91].

Практической реализацией этой гипотезы явля-
ется разработка биспецифичных антител, назван-
ных MYSTI. Такие антитела специфичны и к TNF, 
и к поверхностным маркерам миелоидных клеток, 
что позволяет нейтрализовать биологическую ак-
тивность TNF, который синтезируется миелоидны-
ми клетками. Применение такого препарата предпо-
ложительно должно снизить количество побочных 
эффектов, так как ранее в экспериментах на мы-
шах было показано, что развитию заболевания чаще 
всего способствует именно TNF, синтезированный 
миелоидными клетками, в то время как TNF, про-
дуцируемый Т-лимфоцитами, выполняет защитную 
функцию. Такое таргетное ингибирование TNF, син-
тезированного определенным типом клеток, явля-
ется неоспоримым преимуществом препаратов, раз-
рабатываемых на основе MYSTI [97, 98].

Можно заключить, что результаты последних 
30 лет исследований, направленных на разработ-
ку анти-TNF-препаратов, свидетельствуют о том, 
что ни одна из стратегий не смогла столь успешно 
себя зарекомендовать, как стратегия блокирования 
взаимодействия лиганда с рецептором. В этой свя-
зи большая часть исследований по созданию анти-

TNF-препаратов направлена на модификацию уже 
существующих лекарственных средств, блокирую-
щих взаимодействие TNF с его рецепторами – p55 
и p75.

TNF-РЕЦЕПТОРЫ ОРТОПОКСВИРУСОВ
За последние 10 лет все чаще появляются данные, 
свидетельствующие о перспективности использова-
ния вирусных белков в качестве терапевтических 
средств. В этом плане большой интерес представ-
ляют ортопоксвирусы, патогенные для человека 
(род Orthopoxvirus семейства Poxviridae) и явля-
ющиеся крупнейшими эукариотическими ДНК-
содержащими вирусами, весь цикл развития кото-
рых проходит в цитоплазме клетки [99], и которые 
кодируют большой набор иммуномодулирующих 
белков [8]. Считается, что в процессе коэволюции 
с организмом хозяина вирусы могут включать в со-
став своего генома кодирующие последовательности 
различных клеточных генов, модифицировать их, 
приспосабливая к обеспечению своей жизнеспособ-
ности и сохранению в биосфере [99, 100].

Вирус оспы коров (ВОК) слабо патогенен для че-
ловека и имеет очень широкий круг чувствитель-
ных животных. Для вируса оспы обезьян (ВОО) 
также характерен широкий круг хозяев, он обуслав-
ливает у человека инфекцию, по клиническим при-
знакам схожую с натуральной оспой и в части слу-
чаев завершающуюся летальным исходом. Особый 
интерес вызывает вирус натуральной оспы (ВНО) 
как редкий случай строго антропонозного вируса 
(адаптирован к размножению и передаче только 
в человеческой популяции). ВНО высоко патогенен 
для человека (эволюционно адаптирован эффек-
тивно преодолевать защитные барьеры организма 
именно этого хозяина) [8, 99].

В результате секвенирования полных геномов 
ВНО [101–105], ВОО [106, 107] и ВОК [108] с после-
дующим компьютерным анализом их нуклеотидных 
последовательностей нами были обнаружены гены, 
белковые продукты которых отнесли к суперсемей-
ству рецепторов TNF. Впервые экспериментально 
показано, что входящие в это суперсемейство белки 
ST-2 вируса фибромы Шоупа и МT-2 вируса мик-
сомы (поксвирусы рода Leporipoxvirus) обладают 
способностью связывать TNF [109].

В геноме ВОК обнаружены четыре гена, коди-
рующих белки суперсемейства TNF-рецепторов, 
в то время как у ВНО и ВОО – всего один ген, белок 
которого отнесен к этому семейству и получил назва-
ние CrmB. Именно этот белок стал рассматриваться 
в качестве нового потенциального TNF-блокатора.

CrmB – ранний вирусный белок (продукция белка 
в зараженной клетке начинается до того, как иници-
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ируется репликация вирусной ДНК), молекулярная 
масса которого равна ~ 47 кДа. CrmB функциональ-
но является двухдоменным белком. В N-концевой 
части расположен TNF-связывающий домен, в ко-
тором первые три CRD содержат по шесть остат-
ков цистеина [108, 110]. Внутри первого с N-конца 
CRD расположен PLAD-субдомен (рис. 5) [111]. 
TNF-связывающий домен этого белка обладает го-
мологией 37.5 и 40% с белками р55 и р75 человека 
соответственно [112]. Кроме того, CrmB содержит 
С-концевой домен, связывающий хемокины и полу-
чивший название SECRET-домен (рис. 5) [113].

При сравнении аминокислотных последователь-
ностей CrmB ВОК, ВОО и ВНО были выявлены 
видоспецифичные различия между этими белка-
ми (рис. 6), что могло указывать на различия их 
свойств [114].

Нами выполнен большой комплекс работ по опре-
делению свойств рекомбинантных полноразмерных 
белков CrmB ВНО, CrmB ВОО и CrmB ВОК с це-
лью установления их видоспецифичных отличий. 
Рекомбинантные белки продуцировали в бакуло-
вирусной системе экспрессии, их молекулярная 
масса составила 45–47 кДа. Несмотря на высокий 
процент гомологии между ними (85–96%), в экспе-
рименте по изучению способности рекомбинантных 
ортопоксвирусных белков связывать TNF разных 
видов животных был выявлен ряд видоспецифич-
ных отличий. Показано, что CrmB ВНО с одинако-
вой эффективностью нейтрализует in vitro цито-
токсическое действие как hTNF, так и TNF мыши 
(mTNF) [115], в то время как CrmB ВОК эффектив-
но нейтрализует цитотоксическое действие mTNF, 
но не hTNF [114, 116]. Не наблюдали выраженные 
ингибирующие свойства CrmB ВОО ни к одному 
из указанных лигандов [114]. Таким образом, ней-
трализующая активность этих TNF-связывающих 
белков по отношению к TNF разных видов позво-
ночных в значительной степени отличается, что, по-
видимому, обусловлено видоспецифическими раз-
личиями их аминокислотных последовательностей.

Кроме того, с использованием метода гель-
фильтрации показано, что  пик выхода белка 
CrmB ВНО находится во фракции, соответствую-
щей молекулярной массе более 500 кДа, что указы-
вает на олигомеризацию белка, тогда как пик вы-
хода белка CrmB ВОК – во фракции, молекулярная 
масса которой соответствовала димерным формам 
CrmB ВОК [112].

Вирусные иммуномодуляторы, в отличие от своих 
клеточных аналогов, способны к образованию ста-
бильных олигомеров и в отсутствие лиганда, что, 
по-видимому, увеличивает эффективность их свя-
зывания с клеточными белками-мишенями.

PLAD

TNF-связывающий 
домен

SECRET-домен

Рис. 5. Схе-
ма доменной ор-
ганизации белка 
CrmB. Овалами 
обозначены три 
N-концевых CRD

PLAD-субдомен

Рис. 6. Сравнение аминокислотных последователь-
ностей ортопоксвирусных белков CrmB, входящих 
в суперсемейство рецепторов TNF. Сравнивали по два 
штамма ВОК (GRI, MUN-85), ВОО (ZAI, CNG) и ВНО 
(IND, GAR). Аминокислотные остатки, идентичные 
ВОК-GRI, обозначены точками, а делеции – прочер-
ком. Видоспецифичные отличия ВНО и ВОО от ВОК 
в TNF-рецепторной части белка выделены синими и зе-
леными блоками. Последовательность SECRET-домена 
обозначена синим курсивом. Линией сверху обозна-
чена последовательность PLAD-субдомена. Красными 
вертикальными блоками и цифрами над ними показаны 
остатки цистеина, формирующие три CRD
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Установлено также, что CrmB ингибирует связы-
вание hTNF с поликлональными антителами к нему, 
и эффективность этого ингибирования уменьшается 
в ряду CrmB ВНО > CrmB ВОК > CrmB ВОО [117]. 
Показано, что эффективность нейтрализации hTNF 
in vitro соизмерима с активностью p55 и p75 че-
ловека и моноклонального антитела mAb MAK195. 
TNF-нейтрализующая активность препарата 
Remicade несколько превышала аналогичную ак-
тивность двухдоменного CrmB ВНО – соотношение 
концентраций hTNF и СrmB ВНО при достижении 
50% выживаемости клеток составило 2 : 4–8 нг/мл, 
соотношение концентраций hTNF и Remicade – 
2 : 0.5–1 нг/мл [112].

Терапевтическую эффективность рекомбинант-
ных белков CrmB ВНО, ВОО и ВОК определяли 
на мышиной модели эндотоксического шока, инду-
цированного липополисахаридом (ЛПС). В этом экс-
перименте тестировали также химерные варианты 
белков CrmB ВНО и CrmB ВОК с фрагментом тя-
желой цепи IgG человека (далее CrmB ВНО/IgG1 
и CrmB ВОК/IgG1), создание таких молекул увели-
чивает авидность и время полужизни прототипных 
аналогов [118]. В результате установили, что белки 
CrmB ВНО и CrmB ВНО/IgG1, в отличие от бел-
ков CrmB ВОК, CrmB ВОК/IgG1 и CrmB ВОО, об-
ладают существенным терапевтическим эффектом, 
причем химерный белок CrmB ВНО/IgG1 проявил 
более выраженную терапевтическую активность 
[115, 116].

Таким образом, на основании полученных резуль-
татов можно заключить, что даже в случае высокой 
степени гомологии между белками CrmB разных 
видов ортопоксвирусов они могут значительно от-
личаться по некоторым характеристикам лиганд-
специфичности, в частности, проявлять различную 
биологическую активность относительно одного 
и того же лиганда разной видовой принадлежности.

Введение рекомбинантного белка CrmB ВНО ин-
тактным мышам не приводило к каким-либо изме-
нениям в поведении животных, их внешнем виде 
и в гистологическом строении внутренних органов 
в сравнении с мышами контрольной группы. Это 
свидетельствует об отсутствии токсического дей-
ствия белка при использованной схеме введения 
препарата [115].

В ряде дополнительных тестов белок CrmB ВНО 
также проявил себя как эффективный антагонист 
hTNF, что позволило рассматривать его как основу 
для создания новых TNF-блокаторов, применяемых 
для лечения заболеваний, связанных с гиперпро-
дукцией TNF [119].

При использовании терапевтического средства 
обычно требуется многократное введение препа-

рата, поэтому потенциальная основа для создания 
такого препарата должна обладать низкой имму-
ногенностью. Учитывая это, оценили иммуногенные 
свойства белка CrmB ВНО при многократном вве-
дении мышам линии BALB/c. Показана высокая им-
муногенность рекомбинантного CrmB ВНО, которая 
может быть обусловлена, в частности, выявленной 
ранее мультимеризацией этого белка [112, 120].

Чтобы снизить иммуногенность белка, а также 
установить функциональную значимость отдель-
ных доменов, получили рекомбинантные делеци-
онные и химерные варианты белков CrmB ВНО 
и CrmB ВОК (рис. 7). Гены, кодирующие реком-
бинантные белки, экспрессировали с использо-
ванием бакуловирусной системы в культуре кле-
ток насекомых Sf-21. Показали, что при удалении 
PLAD-субдомена (первого CRD) белок CrmB ВНО 
утрачивает способность нейтрализовать цитотокси-
ческое действие hTNF в культуре клеток фибро-
бластов мыши L-929. Замена PLAD-субдомена бел-
ка CrmB ВНО на PLAD-субдомен белка CrmB ВОК 
приводила к снижению способности такого варианта 
белка (относительно белка CrmB ВНО) ингибиро-
вать эффекты, вызванные hTNF, в то время как за-
мена PLAD-субдомена белка CrmB ВОК на PLAD-
субдомен белка CrmB ВНО приводила к обратному 
эффекту [121].

Также выявили, что при удалении SECRET-
домена укороченный белок CrmB (далее TNF-BD – 
TNF binding domain) ВНО не теряет способность 
ингибировать цитотоксическое действие hTNF [121].

Рассмотрение белка TNF-BD ВНО как потенци-
альной основы TNF-блокатора делает необходимым 
изучение его TNF-связывающих свойств как в экс-
периментах in vitro, так и in vivo.

1.	 2.	 3.	 4.	 5.

Рис. 7. Схема химерных и укороченных вариантов 
белка CrmB, продуцируемых в бакуловирусной си-
стеме экспрессии. Синим указаны участки, соответ-
ствующие белку CrmB ВНО, оранжевым – CrmB ВОК. 
1 – CrmB ВНО с делетированным SECRET-доменом. 
2 – CrmB ВОК с делетированным SECRET-доменом. 
3 – CrmB ВНО с делетированным PLAD-субдоменом. 
4 – CrmB ВНО с PLAD-субдоменом CrmB ВОК. 
5 – CrmB ВОК с PLAD-субдоменом CrmB ВНО
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Cравнивали способность белков TNF-BD ВНО 
и двухдоменного CrmB ВНО предотвращать вза-
имодействие TNF со специфическими рецептора-
ми эукариотических клеток. Для этого определяли 
их способность нейтрализовать цитотоксическое 
действие hTNF и mTNF в культуре фибробластов 
L-929 мыши. На основании результатов этих экс-
периментов сделали вывод, что CrmB ВНО и TNF-
BD ВНО со схожей эффективностью ингибируют 
цитотоксическое действие как hTNF, так и mTNF 
[121].

Биологическую активность белка TNF-BD 
ВНО in vivo определяли на мышиной модели 
ЛПС-индуцированного эндотоксического шока. 
В группе мышей, получивших инъекции ЛПС, в те-
чение 72 ч наблюдения смертность составила 90%. 
При введении же рекомбинантных белков (как 
TNF-BD ВНО, так и CrmB ВНО) мышам с ЛПС-
индуцированным шоком выживаемость составила 
62.5% [121].

Для снижения потенциальных затрат на произ-
водство белка TNF-BD ВНО разработана система 
его экспрессии в клетках E. сoli. Биологическую 
активность рекомбинантного белка TNF-BD ВНО 
определяли по способности нейтрализовать цито-
токсическое действие hTNF и mTNF в культуре 
фибробластов мыши L-929. Показано, что получен-
ный в прокариотической системе целевой продукт 
обладает биологической активностью и способен 
нейтрализовать эффекты, вызванные TNF in vitro 
[121].

Кроме того, сравнительная оценка влияния бел-
ков CrmB ВНО и TNF-BD ВНО на индуцированную 
TNF окислительно-метаболическую функцию лей-
коцитов крови интактных мышей показала, что уда-
ление хемокинсвязывающего домена CrmB ВНО 
не приводит к потере способности укороченного не-
гликозилированного TNF-BD ВНО нейтрализовать 
биологические эффекты TNF [122].

Полученные данные позволяют рассматривать 
негликозилированный белок TNF-BD ВНО, по-
лученный в бактериальной системе экспрессии, 
как возможную основу анти-TNF-препарата, поэто-
му на следующем этапе работы изучали иммуно-
генные свойства укороченного TNF-связывающего 
вирусного белка. Показано, что удаление хемо-
кинсвязывающего домена белка CrmB ВНО при-
водит к снижению гуморального иммунного ответа 
по сравнению с ответом на полноразмерный белок, 
что может положительно сказаться на возможности 
терапевтического использования укороченного ва-
рианта белка TNF-BD [120].

Поскольку слабоиммуногенный укороченный бе-
лок TNF-BD ВНО можно рассматривать как наи-

более перспективную основу для создания нового 
анти-TNF-препарата, необходимо было оценить аф-
финность взаимодействия укороченного белка CrmB 
c TNF.

Сначала с использованием биоинформатиче-
ских методов моделировали белок-белковые вза-
имодействия между укороченным CrmB и TNF 
[123]. В качестве рецепторов были выбраны белки 
TNF-BD ВНО и TNF-BD ВОК, в качестве лиган-
дов – hTNF и mTNF. Выбор в качестве объектов 
моделирования двух белков – TNF-BD ВНО и TNF-
BD ВОК – был обусловлен тем, что у полноразмер-
ных вариантов белков, несмотря на высокую го-
мологию их аминокислотных последовательностей 
(процент идентичности 87%), наблюдаются видоспе-
цифичные отличия в эффективности связывания 
лигандов разной видовой принадлежности [114].

Предсказание пространственных структур бел-
ков TNF-BD ВНО, TNF-BD ВОК и TNF проводили 
с использованием Swiss-model (рис. 8). Шаблоном 
для предсказания 3D-структуры белков TNF-BD 
ВНО и TNF-BD ВОК служила структура TNF-
связывающего домена человеческого рецептора p75 
(pdbid: 3ALQ) в комплексе с мутантным hTNF [123].

Далее методом поверхностного плазмонного ре-
зонанса (SPR-анализ) оценивали эффективность 
взаимодействия белков. Измеряли значения KD пол-
норазмерных белков CrmB ВНО и ВОК, продуциру-
емых в культуре клеток насекомых Sf-21, а также 
их укороченных вариантов TNF-BD ВНО и TNF-
BD ВОК, полученных в прокариотической системе 
экспрессии из клеток E. coli.

Численные данные для комплексов TNF-BD 
ВОК/hTNF и TNF-BD ВНО/hTNF (табл. 3) согласу-

Рис. 8. Предсказанная 3D-структура комплекса 
гомотримера hTNF с одной молекулой TNF-BD ВОК, 
представленная видом сбоку (А), видом сверху (Б). 
Квадратными скобками выделены CRD. Цвета и буквы 
соответствуют различным субъединицам комплекса 
(R – TNF-BD ВОК; А, B, С – различные молекулы гомо-
тримера hTNF). Использовано ленточное представле-
ние белка [123]

А Б

А

B

С

C
R

D
2

C
R

D
1

C
R

D
3

R



18 | ACTA NATURAE | ТОМ 18 № 1 (68) 2026

ОБЗОРЫ

ются с результатами моделирования молекулярной 
динамики комплексов при помощи метода неявного 
представления воды MM-GBSA (свободная энергия 
образования комплексов с hTNF, в которых участву-
ет TNF-BD ВНО, превосходит энергию комплексов, 
в которых участвует TNF-BD ВОК) [123].

По иммуногенности и эффективности связывания 
hTNF белок TNF-BD ВНО обладает конкурентными 
преимуществами перед коммерчески доступными 
препаратами и может стать аналоговым препаратом 
по отношению к выпускаемым зарубежным препа-
ратам на основе антител и рецептора TNF (табл. 4). 
Связывание TNF-BD ВНО с hTNF сравнимо или бо-
лее эффективно, чем связывание с коммерческими 
препаратами. Молекулярная масса TNF-BD ниже, 
чем у коммерческих препаратов, что свидетельству-
ет в пользу уменьшения иммуногенности TNF-BD 
и возможности снижения терапевтической дозы 
препарата. Наработка белкового продукта TNF-
BD ВНО в бактериях E. coli позволяет значительно 
сократить затраты на проведение этого этапа рабо-
ты по сравнению с затратами на продукцию белка 
в эукариотических клетках.

Для дополнительного снижения иммуногенности 
потенциальной основы TNF-блокаторов мы изменили 
способ доставки целевого белка: использовали с этой 
целью созданную нами рекомбинантную плазмиду 

pcDNA/TNF-BD ВНО, содержащую ген, направляю-
щий синтез TNF-BD ВНО в клетках млекопитаю-
щих. Терапевтический потенциал этой конструкции 
оценивали на модели коллаген-индуцированного ар-
трита (КИА) у крыс. Показано, что в группе крыс 
с КИА, которым инъецировали данную рекомби-
нантную плазмиду, гистопатологические изменения 
суставов были существенно меньше, чем у крыс 
с КИА, которым инъецировали векторную плазмиду 
pcDNA [124]. Выполненные исследования указывают 
на потенциальную возможность генотерапии РА пу-
тем локального введения рекомбинантной плазмиды, 
направляющей синтез TNF-BD ВНО.

Многократное введение терапевтической дозы 
плазмиды pcDNA/TNF-BD ВНО приводило к раз-
витию у мышей специфического иммунного ответа 
против целевого белка, который был существенно 
ниже иммунного ответа на многократную инъекцию 
препарата этого белка [125], что дополнительно ука-
зывает на перспективность нового подхода к анти-
TNF-терапии.

Полученные экспериментальные данные позво-
ляют заключить, что белок TNF-BD ВНО является 
перспективной основой для создания нового анти-
TNF-препарата.

Дальнейшее изучение вирусных гомологов кле-
точных TNF-рецепторов может внести значитель-
ный вклад в совершенствование существующих 
в настоящее время анти-TNF-препаратов. Это воз-
можно, в первую очередь, за счет получения новых 
знаний о механизмах связывания вирусных рецеп-
торов с лигандом.

Подобного рода работа была проведена в 2019 
году. Было показано, что изменение первичной 
структуры etanercept, а именно, введение аминокис-
лотного мотива Glu-Phe-Glu в одну из структурных 
петель белка, снизило его биологическую актив-
ность в отношении LT в 60 раз, одновременно сни-
зив в 3 раза биологическую активность в отношении 
TNF. Изменение способности этого потенциального 
анти-TNF-препарата связывать LT должно приве-
сти к снижению частоты инфекционных заболева-
ний во время лечения пациентов, так как LT позво-

Таблица 3. SPR-анализ эффективности взаимодействия 
вирусных рецепторов с hTNF и mTNF

TNF-антагонист KD, M  
hTNF

KD, M 
mTNF

CrmB ВНО  
(наработанный в клетках 

Sf-21)
2.48 × 10-9 3.62 × 10-10

TNF-BD ВНО  
(наработанный в клетках 

E. coli)
5.26 × 10-10 8.63 × 10-10

CrmB ВОК  
(наработанный в клетках 

Sf-21)
4.10 × 10-9 8.52 × 10-10

TNF-BD ВОК  
(наработанный в клетках  

E. coli)
6.46 × 10-9 1.16 × 10-9

Таблица 4. Сравнительные характеристики анти-TNF-препаратов

Препарат Эффективность связывания 
с hTNF. KD, М

Молекулярная 
масса, кДа

Система экспрессии, используемая  
для наработки белка

TNF-BD ВНО 2.48 × 10-9 17  Наработка в бактериях E. coli

Коммерческие препараты

Etanercept 4.01 × 10-8 148 Наработка в культуре клеток млекопитающих
Adalimumab 8.6 × 10-9 148 То же
Infliximab 4.2 × 10-9 149 То же
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ляет запускать противовоспалительные механизмы 
в тех случаях, когда действие TNF блокировано. 
К тому же роль LT в воспалительных заболеваниях 
до конца не определена, в частности, у пациентов 
с РА показано отсутствие какого-либо терапевти-
ческого эффекта в ответ на введение антител к LT 
[126, 127].

В то же время снижение анти-TNF-активности 
у такого мутантного варианта etanercept может от-

рицательно сказаться на его терапевтической эф-
фективности. Подобный эффект можно преодолеть 
в клинической практике путем небольшого увели-
чения дозы препарата. Таким образом, такая моди-
фицированная молекула белка может стать основой 
для создания более безопасных etanercept-подобных 
препаратов.

Следует отметить, что отличительной особен-
ностью работы Pontejo и соавт. [127] является то, 
что изначально авторы исследовали рецепторы TNF 
вирусной природы. Предложенная модификация 
etanercept является в большей степени прикладным 
применением полученных фундаментальных знаний 
о вирусных белках. Так, показана способность одно-
го из белков поксвирусов – CrmD – ингибировать 
TNF мыши и человека и LT мыши, при этом белок 
не способен ингибировать LT человека. В результате 
исследования молекулярных основ показанных от-
личий в ингибирующей активности белка в отноше-
нии лигандов различной видовой принадлежности 
было установлено, что неспособность белка ингиби-
ровать LT человека обусловлена аминокислотным 
мотивом Glu-Phe-Glu в одной из его структурных 
петель. Важность данного аминокислотного мотива 
для связывания/отсутствия связывания рецептора 
с LT человека показана в экспериментах по моди-
фикации etanercept [127].

Таким образом, можно заключить, что анти-
TNF-препараты, разработанные на основе ортопок-
свирусных белков, могут стать достойной заменой 
коммерческим анти-TNF-препаратам со схожим ме-
ханизмом действия (рис. 9). 

Рис. 9. Схематическое изображение клеточного от-
вета, возникающего в результате взаимодействия 
TNF и LT со своими клеточными рецепторами, и мо-
лекулярные мишени используемых в клинике TNF-
блокаторов [128], а также TNF-связывающих белков 
ортопоксвирусов
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РЕФЕРАТ Существенная часть летальных исходов при тяжелом течении COVID-19 обусловлена некон-
тролируемой гиперактивацией иммунной системы – цитокиновым штормом. При инфекции SARS-
CoV-2 в плазме крови изменяются также уровни одного из классов микроРНК – коротких регулятор-
ных РНК. Однако недостаточно хорошо изучено изменение уровней этих молекул в различных клетках 
крови при тяжелом течении COVID-19. В представленной работе сравнивали уровни микроРНК в эри-
троцитах, моноцитах и лимфоцитах в норме и у пациентов с тяжелым COVID-19. Эритроциты и моно-
циты (пять здоровых доноров и пять пациентов с тяжелым COVID-19), а также лимфоциты (четыре 
здоровых донора и четыре пациента с тяжелым COVID-19) были получены методом FACS (сортиров-
ка клеток с активированной флуоресценцией). Из полученных клеток выделяли РНК и проводили 
высокопроизводительное секвенирование малых РНК. Были проанализированы и идентифицирова-
ны как известные, так и новые микроРНК, экспрессия которых достоверно изменялась при тяжелом 
COVID-19. В эритроцитах обнаружено изменение экспрессии семи микроРНК (снижение пяти и по-
вышение – двух); в лимфоцитах найдено 13 микроРНК, уровни экспрессии которых достоверно из-
менялись, причем у всех они были повышены, в моноцитах экспрессия 11 микроРНК была подавлена, 
а трех активирована. Анализ новых (ранее неизвестных) микроРНК показал снижение экспрессии 
трех ранее неизвестных микроРНК в лимфоцитах и повышение одной. В моноцитах и эритроцитах 
новые дифференциально экспрессируемые микроРНК не обнаружены. Дополнительно анализировали 
сигнальные пути, микроРНК с измененной экспрессией, используя с этой целью анализ обогащения 
микроРНК (miEAA) и базы данных мишеней микроРНК Gene Ontology (miRTarBase). В лимфоцитах 
выявили четыре достоверно обогащенных пути (Q-value < 0.05) и 339 обедненных, тогда как в моноци-
тах 118 путей были обогащены, а шесть обеднены. В эритроцитах достоверно измененных сигнальных 
путей не обнаружено.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА микроРНК, тяжелое течение COVID-19, эритроциты, моноциты, лимфоциты, малые 
РНК, NGS.

ВВЕДЕНИЕ
COVID-19 – это сложное заболевание, при котором 
изменяется профиль экспрессии многих молекул 
в клетках крови [1]. В подавляющем большинстве 
исследований сравнивают профили экспрессии 
генов, кодирующих белки. Ранее было показано, 
что некодирующие РНК (длинные некодирующие 
РНК, piРНК [2]) и особенно микроРНК играют клю-

чевую регуляторную роль. В частности, микроРНК 
являются ключевыми регуляторами иммунного от-
вета, влияющими на процессы созревания, проли-
ферации, дифференцировки и активации иммунных 
клеток, продукцию антител и высвобождение вос-
палительных медиаторов [3]. Изменения уровней 
микроРНК обычно определяют в плазме и сыво-
ротке крови. Целый спектр этих молекул признан 



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 18 № 1 (68) 2026 | ACTA NATURAE | 25

маркерами тяжелого течения COVID-19 [4]. Однако 
неясно, микроРНК каких клеток попадают в плаз-
му. Также особое значение имеют изменения вну-
триклеточных сигнальных процессов, происходящих 
под влиянием некодирующих РНК. Ранее были по-
казаны изменения уровней длинных некодирующих 
РНК в моноцитах и лимфоцитах при COVID-19 [5, 
6]. При этом уровни микроРНК в плазме крови ме-
няются не только под влиянием нормальных, об-
ладающих ядром, рибосомами и митохондриями, 
клеток, но и лишенных этих структур эритроцитов. 
Известно, что профили микроРНК в эритроцитах 
изменяются при серповидно-клеточной анемии [7], 
пароксизмальной ночной гемоглобинурии [8], а так-
же при болезни Паркинсона [9]. Кроме того, эри-
троциты секретируют внеклеточные везикулы, не-
сущие многочисленные микроРНК, модулирующие 
иммунный ответ [10]. В нашей работе сравнивали 
профили экспрессии микроРНК в эритроцитах, 
лимфоцитах и моноцитах, полученных от контроль-
ных доноров и пациентов с тяжелым течением 
COVID-19, а также оценивали изменения сигналь-
ных путей в этих клетках.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Пациенты, забор крови и сортировка клеток 
Кровь забирали из срединной локтевой вены пяти 
контрольных доноров (четверо мужчин и одна жен-
щина, возраст 29–73 г.) и пяти пациентов с тяже-
лым течением COVID-19 (четверо мужчин и одна 
женщина, возраст 53–76 лет). Клинические дан-
ные пациентов с тяжелым COVID-19 представле-
ны в табл. 1 и в дополнительных материалах. 
От всех участников исследования получено пись-
менное информированное согласие. Исследование 
проведено в соответствии с принципами Хельсинк-
ской декларации и одобрено этическим комитетом 
больницы № 40 (Сестрорецк, Санкт-Петербург) 
18 мая 2020 г., протокол № 171.

Клетки сортировали на клеточном сортере MoFlo 
Astrios EQ (Beckman Coulter). Для сортировки эри-
троцитов 2 мкл цельной крови растворяли в 100 мкл 
фосфатно-солевого буфера (PBS) и окрашивали ан-
тителами к CD235, CD45, CD41. После окрашива-

ния сортировали 5 млн событий (клеток) CD235+. 
Осадок замораживали на сухом льду. Для сортиров-
ки лимфоцитов и моноцитов 100 мкл цельной крови 
обрабатывали 1 мл раствора VersaLyse и окраши-
вали антителами. Подробное описание процедуры 
сортировки и гейтинга описано в работе [2]. После 
сортировки суспензию центрифугировали в течение 
10 мин при 2000 g.

Выделение РНК и NGS-секвенирование
К клеткам, замороженным на сухом льду, добавля-
ли 900 мкл реагента ExtractRNA («Евроген», Россия) 
и выделяли РНК согласно протоколу. Концентрацию 
РНК определяли с  использованием реагента 
QuantiFluor RNA System (Promega, США). Качество 
РНК лейкоцитов определяли на приборе TapeStation 
(Agillent, США). Использовали только образцы 
с RIN > 7. Библиотеки готовили с использованием 
набора MGIEasy Small RNA Library Prep Kit V2.0 
(BGI-940-000196-00), очищали с помощью электро-
фореза в 6% ПААГ, вырезая полосу 100–130 п.н., 
соответствующую длине транскрипта 17–47 ну-
клеотидов. Секвенирование проводили на прибо-
ре DNB-SEQ-G400 (BGI) с использованием набора 
DNBSEQ-G400RS High-throughput Sequencing Set 
(Small RNA FCL SE50) (BGI-1000016998).

Биоинформатическая и статистическая 
обработка
От каждого образца был получен файл размером 
700–1200 мегабайт (11–20 млн ридов на файл, Q30 
(%) 93–97). Тримминг адаптера, аннотацию ми-
кроРНК и поиск новых микроРНК выполняли в веб-
сервисе Mirmaster 2.0 [11]. Аннотацию известных 
микроРНК проводили с использованием MirBase 
[12] версии 22.1. Необработанные данные пред-
ставлены в дополнительных материалах. Названия 
новым микроРНК присваивали с использованием 
встроенного алгоритма веб-сервиса Mirmaster 2.0. 
Графики строили в Rstudio версии 2023.09.1 + 494.
pro2. Достоверность различий в уровнях как извест-
ных, так и вновь предсказанных микроРНК анали-
зировали с использованием критерия Уилкоксона–
Манна–Уитни. Профили микроРНК анализировали 
с использованием инструмента miRNA Enrichment 

Таблица 1. Клинические данные пациентов с тяжелым течением COVID-19 

Пациент Пол Возраст, г. Интерлейкин-6, пг/мл С-реактивный 
белок, мг/л 

Состояние на момент 
забора крови 

1 Мужской 53 34 106.7 Тяжелое
2 Мужской 57 204 45.1 Тяжелое
3 Мужской 73 62 105.7 Тяжелое
4 Женский 75 24 58.9 Средней тяжести 
5 Мужской 76 2398 10.2 Средней тяжести
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Analysis and Annotation Tool (miEAA 2.1) [13]. 
Для анализа наших данных в miEAA использо-
вали отношение Fold change-p-value со следую-
щей формулой: –log10P*sign(log2(FoldChange)). 
Сигнальные пути аннотировали с использованием 
miRTarBase (Release 9.0 beta) [14]. Анализировали 
только сигнальные пути и мишени с Q-value < 0.05. 
Предсказание мишеней новых микроРНК выполня-
ли с использованием сервиса miRBD [15].

РЕЗУЛЬТАТЫ
В начале работы анализировали экспрессию ми-
кроРНК отсортированных клеток крови каж-
дого типа (эритроцитов, лимфоцитов и моноци-
тов). При анализе дифференциальной экспрессии 
микроРНК в эритроцитах обнаружили повыше-
ние уровня двух из них и снижение пяти (рис. 1, 
табл. 2). Уровень всех 13 статистически значимых 
микроРНК в лимфоцитах оказался повышенным 
(рис. 1, табл. 2). Моноциты характеризовались бо-
лее разнообразной картиной активации и подавле-
ния микроРНК: экспрессия трех была активирована, 
а 11 подавлена (рис. 1, табл. 2).

Оценка сигнальных путей, измененных 
под действием микроРНК в эритроцитах, 
лимфоцитах и моноцитах
Возможные изменения (статистическое обогащение 
или обеднение) сигнальных путей при тяжелом те-
чении COVID-19 изучали с использованием анализа 
обогащения микроРНК (miEAA) и MirTarBase (Gene 
Ontology). Список путей с наименьшими Q-val по-
казаны на рис. 2. Полный список путей (Q-value 
< 0.05) приведен в дополнительных материалах. 
Применение этих алгоритмов не выявило сигналь-
ных путей, профиль которых статистически зна-
чимо изменяется в эритроцитах при COVID-19. 
Однако установлено, что микроРНК влияют на раз-
личные сигнальные пути в моноцитах и лимфоци-
тах.

Идентификация репертуара новых, 
предсказанных микроРНК, экспрессия которых 
изменяется при тяжелом течении COVID-19
Поиск новых микроРНК в трех клеточных популя-
циях (эритроциты, лимфоциты и моноциты) выявил 
только четыре таких микроРНК и только в моноци-
тах. В других типах клеток достоверных изменений 
уровней таких микроРНК не обнаружено (рис. 3). 
Последовательности этих микроРНК и их предше-
ственников приведены в табл. 3.

Для оценки возможного влияния этих микроРНК 
на передачу сигналов в клетках мы попытались 
найти их потенциальные гены-мишени и исполь-

Рис. 1. Дифференциальная экспрессия микроРНК 
в эритроцитах, лимфоцитах и моноцитах. Из полу-
ченных данных составлены списки микроРНК, норма-
лизованный уровень экспрессии которых достоверно 
изменился. Эти списки представлены в табл. 2. Fold 
change – кратность 
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Таблица 2. Дифференциальная экспрессия микроРНК 
в эритроцитах, лимфоцитах и моноцитах при тяжелом 
течении COVID-19

микроРНК
Изме-
нение, 
разы

P-val, 
критерий 

Уилкоксона–
Манна–
Уитни

Экспрессия

Эритроциты
hsa-miR-550a-5p 2.25 0.016 Снижена
hsa-miR-12136 2.60 0.016 Повышена
hsa-miR-449a 3.18 0.02 Снижена

hsa-miR-619-5p 3.18 0.021 Снижена
hsa-miR-1277-5p 2.36 0.032 Снижена
hsa-miR-1228-5p 2.11 0.032 Повышена
hsa-miR-3187-3p 2.30 0.036 Снижена

Лимфоциты
hsa-miR-21-3p 6.99 0.029 Повышена
hsa-miR-23a-5p 3.62 0.029 Повышена
hsa-miR-27a-5p 2.18 0.029 Повышена
hsa-miR-24-2-5p 2.16 0.029 Повышена
hsa-miR-25-5p 3.11 0.029 Повышена
hsa-miR-484 3.17 0.029 Повышена

hsa-miR-34a-5p 7.58 0.029 Повышена
hsa-miR-185-3p 2.69 0.029 Повышена
hsa-miR-503-5p 2.72 0.029 Повышена
hsa-miR-3614-5p 3.08 0.029 Повышена
hsa-miR-130b-5p 2.47 0.029 Повышена
hsa-miR-10398-3p 2.80 0.029 Повышена

hsa-miR-7705 2.42 0.029 Повышена
Моноциты

hsa-miR-4732-5p 6.89 0.008 Снижена
hsa-miR-12136 3.98 0.008 Снижена

hsa-miR-450a-2-3p 2.67 0.008 Повышена
hsa-miR-708-5p 11.62 0.008 Снижена
hsa-miR-34a-5p 3.21 0.008 Повышена
hsa-miR-6734-5p 2.34 0.008 Снижена

hsa-miR-8485 2.43 0.008 Снижена
hsa-miR-6125 2.07 0.012 Снижена

hsa-miR-33b-5p 3.52 0.016 Повышена
hsa-miR-151b 2.07 0.016 Снижена
hsa-miR-4484 3.42 0.032 Снижена
hsa-miR-31-5p 2.12 0.032 Снижена

hsa-miR-151a-5p 2.01 0.032 Снижена
hsa-miR-5187-5p 2.39 0.036 Снижена

зовали с этой целью сервис miRBD [15]. Наиболее 
вероятные (score > 95) гены-мишени представле-
ны в табл. 4. Полный список возможных мишеней 
(score > 50) приведен в дополнительных материа-
лах. Для hsa-miR-3-3p не найдено высокооцененных 
мишеней (score > 95).

ОБСУЖДЕНИЕ
Прежде чем обсуждать достоверность результа-
тов, следует сделать несколько важных замечаний. 
Большинство изменений профилей экспрессии, ско-
рее всего, не связаны с эффектами гипоксии, по-
скольку сатурация O2 у всех пациентов с тяжелым 
течением COVID-19 превышала 93%, что не позво-
ляет говорить о каком-либо воздействии на клетки 
крови. Эти изменения не связаны с серьезными со-
путствующими заболеваниями, поскольку пациенты 
с такими патологиями в нашу выборку не вошли. 
Кроме того, следует отметить, что для оценки до-
стоверности изменений концентраций микроРНК 
проведено повторное секвенирование. В результа-
те показали, что уровни экспрессии менее 10 ридов 
плохо воспроизводимы при таком секвенировании. 
Таким образом, мы считали значимыми измене-
ния уровней только тех микроРНК, медианные 
уровни которых хотя бы в одной группе (контроль 
или COVID-19) были выше 10 ридов. Все микроРНК, 
указанные нами как имеющие достоверные разли-
чия, соответствовали заявленному критерию. 

Механизм изменения профиля микроРНК в эри-
троцитах до конца не изучен. Зрелые эритроциты 
лишены ядер [16] и, следовательно, не способны 
синтезировать пре-микроРНК. Поэтому регуляция 
экспрессии должна осуществляться либо на ста-
дии вырезания пре-микроРНК, либо на стадии вы-
резания микроРНК. Также возможна регуляция 
профиля экспрессии на стадии незрелого эритро-
цита, обладающего ядром. Однако последний ме-
ханизм маловероятен, поскольку цитокиновый 
шторм, индуцированный COVID-19, развивается 
быстро, до существенного обновления эритроци-
тов периферической крови. Учитывая, что средняя 
продолжительность жизни эритроцита составля-
ет 120 дней [17], при тяжелом течении COVID-19 
вероятно ее сокращение из-за быстрого гемолиза 
и обновления эритроцитов. До сих пор не совсем 
ясно, как быстро обновляются эти клетки при ин-
фекции SARS-CoV-2. Известны физиологиче-
ские условия, при которых изменяется профиль 
микроРНК в эритроцитах. Подобные изменения 
обычно связаны с хроническими заболеваниями 
или другими долгосрочными воздействиями на ор-
ганизм. Показано изменение паттерна экспрессии 
микроРНК при серповидно-клеточной анемии [7], 
пароксизмальной ночной гемоглобинурии [8], а так-
же при болезни Паркинсона [9]. Кроме того, у жите-
лей высокогорных регионов также наблюдаются из-
менения экспрессии микроРНК в эритроцитах [18]. 
микроРНК, содержащиеся в эритроцитах, не могут 
влиять на синтетическую способность этих клеток, 
поскольку эритроциты лишены рибосом, а следо-
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Рис. 2. Оценка основных сигнальных путей, достоверно (Q-value < 0.05) изменяемых микроРНК в моноцитах 
и лимфоцитах

ЛимфоцитыМоноциты Обогащенные пути

Обедненные пути

позитивная регуляция 
миграции метанефрических 
мезенхимальных клеток

позитивная регуляция 
дифференцировки 
гладкомышечных клеток

регуляция дифференцировки 
астроцитов

рибонуклеозид-дифосфат 
редуктазная активность

связывание DH-домена

морфогенез 
кортикоспинального тракта

фасцикуляция аксонов 
моторных нейронов

развитие метанефрических 
мезангиальных клеток

фасцикуляция проекций 
нейронов

позитивная регуляция 
активность фактора обмена 
гуаниновых нуклеотидов  
GTP-азы Rho

метаболизм инозитола

метаболизм микроРНК

протеинкиназная активность, 
зависимая от cAMP

регуляция активности 
хлоридного канала, 
зависимого от кальция 

активность убиквитинлигазы 
гистона H2AK119

регуляция ДНК-связывающей 
транскрипционной активности

организация аутофагосомы

организация мембраны

негативная регуляция 
транскрипционного фактора 
CREB

эмбриональный морфогенез 
конечностей

активность фосфолипазы А1

клеточный ответ 
на дитиотреитол

клеточный ответ 
на микотоксин

дифференцировка клеток 
хрусталика

негативная регуляция 
поддержки теломерного 
соединения сестринских 
хроматид при митозе

активность МАРККК

позитивная регуляция 
циклазной активности

закрепление 
микротрубочек

связывание митоген-
активируемой киназы р38

развитие внутреннего уха

P-value

0.001	 0.005	 0.01	 0.05

0.001	 0.005	 0.01	 0.05

P-value

P-value P-value

0.001	 0.005	 0.01	 0.05

0.001	 0.005	 0.01	 0.05

входит в число 246 микроРНК, дифференциально 
экспрессируемых в экзосомах плазмы пациентов 
с COVID-19, что указывает на ее потенциальную 
вовлеченность в процессы цитокинового шторма 
[19]. hsa-miR-12136 вошла в топ-10 микроРНК, диф-
ференциально экспрессируемых и активированных 
у пациентов с COVID-19. Кроме того, ROC-анализ 
показал, что уровни экспрессии hsa-miR-12136 на-
ряду с другими микроРНК позволяют с высокой 
эффективностью отличить госпитализированных 
пациентов с COVID-19 от здоровых лиц контроль-
ной группы [20]. Это совпадает с нашими наблю-
дениями, согласно которым величина повышения 

вательно, трансляции и микроРНК-опосредованно-
го сайленсинга. Однако показано, что эритроциты 
могут выделять везикулы, которые циркулируют 
в крови. Содержимое этих везикул, в том числе 
и микроРНК, может попадать в другую клетку, где 
микроРНК будет изменять экспрессию генов в этой 
клетке.

Сравнение изменений уровней микроРНК эри-
троцитов выявило активацию только двух ми-
кроРНК – miR-1228-5p и hsa-miR-12136. В различ-
ных исследованиях, связанных с COVID-19, обе эти 
микроРНК идентифицированы как дифференци-
ально экспрессируемые. В частности, miR-1228-5p 
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уровня hsa-miR-12136 является второй среди семи 
других дифференциально экспрессируемых ми-
кроРНК эритроцитов. С другой стороны, показано 
значительное снижение экспрессии hsa-miR-449a. 
Эта микроРНК идентифицирована как опухоле-
вый супрессор при различных видах рака, вклю-
чая нейробластому и рак эндометрия [21]. Известно, 
что hsa-miR-449a ингибирует пролиферацию опухо-
левых клеток, индуцируя дифференцировку клеток 
и вызывая остановку клеточного цикла. Например, 
сверхэкспрессия hsa-miR-449a при нейробластоме 
приводит к дифференцировке опухолевых клеток 
и подавлению ключевых регуляторов клеточного 
цикла, таких как CDK6 и LEF1 [22].

Обнаружено повышение экспрессии ряда ми-
кроРНК в лимфоцитах. Одной из них, оказалась 
hsa-miR-21-3p. Ранее было показано, что шесть ми-
кроРНК, включая miR-21-3p, могут непосредственно 
связываться с РНК вирусного генома всех корона-
вирусов человека, включая SARS-CoV-2, и регули-
ровать экспрессию их генов. Самый высокий уро-
вень связывания с геномом коронавируса человека 
был у miR-21-3p [23]. Полученные в нашей рабо-
те данные совпадают с результатами [24], которые 
указывают на то, что hsa-miR-21-3p активируется 
при инфекции SARS-CoV-2. Эта активация связа-
на с замедленным иммунным ответом, что может 
способствовать выживанию и репликации виру-
са. В частности, hsa-miR-21-3p взаимодействует 
с мРНК вирусного полипротеина 1a, что является 
консервативной особенностью всех коронавиру-
сов человека [24, 25]. Другая значимо повышенная 
микроРНК – hsa-miR-9-5p – идентифицирована 
как микроРНК, способная нацеливаться на 3’-не-
транслируемую область (3’UTR) гена ACE2. Белок 
ACE2 (ангиотензин-превращающий фермент 2) не-
обходим для проникновении SARS-CoV-2 в клетки 
хозяина. Регулируя ACE2, hsa-miR-9-5p потенци-
ально может влиять на восприимчивость к инфек-
ции и тяжесть симптомов COVID-19 [26]. Также 
в исследовании Haldar A. и соавт. отмечено, что hsa-
mir-23a-5p ассоциирована с генами белков хозяи-
на SARS-CoV-2, в частности с SERPING1 [27]. Ген 
SERPING1 кодирует C1-ингибитор (C1-INH), кото-
рый является важным членом суперсемейства ин-
гибиторов сериновых протеаз (serpin) [28]. C1-INH 
помогает контролировать воспаление, ингибируя 
плазменный калликреин и фактор XIIa, которые 
участвуют в продукции брадикинина – пептида, по-
вышающего проницаемость кровеносных сосудов 
и способствующего развитию воспалительного от-
вета [29]. Связываясь с этими белками, C1-INH пре-
дотвращает чрезмерную продукцию брадикинина, 
тем самым регулируя транспорт жидкости в ткани 

Рис. 3. Дифференциальная экспрессия новых ми-
кроРНК в эритроцитах, лимфоцитах, моноцитах
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во время воспалительных реакций [30]. Следует от-
метить, что для объяснения сердечно-сосудистых 
осложнений, возникающих при тяжелом течении 
COVID-19, теория активации брадикинина является 
одной из самых популярных [31]. Полученные нами 
данные об участии hsa-mir-23a-5p в патогенезе тя-
желого COVID-19 согласуются с упомянутыми ра-
ботами [27].

Среди трех активированных микроРНК моно-
цитов стоит отметить hsa-miR-33b-5p. Известно, 
что miR-33b влияет на различные функции кле-
ток, связанные с иммунным ответом и воспалением. 
Она вовлечена в регуляцию продукции провоспа-
лительных цитокинов и поляризацию макрофагов. 
Например, показано, что miR-33b может модули-
ровать экспрессию генов, участвующих в воспали-
тельных путях, тем самым влияя на выживаемость 
и функцию моноцитов во время воспалительных 
реакций [32, 33]. Кроме того, установлено, что дру-
гая микроРНК hsa-miR-151a-5p (обнаружена в на-
шем исследовании моноцитов) связывается непо-
средственно с РНК-транскриптами SARS-CoV-2 
[26], в частности, нацеливаясь на ген S-белка [34]. 
Показано, что hsa-miR-151a-5p участвует в мо-
дуляции воспалительного ответа при инфекции 
SARS-CoV-2 [35]. Считается, что типичная дисре-
гуляция иммунного ответа, которую мы наблюдаем 
при COVID-19, может быть связана с изменениями 
уровней экспрессии ряда микроРНК, в число кото-
рых входит и hsa-miR-151a-5p [35, 36].

В дополнение к изучению дифференциальной 
экспрессии микроРНК в эритроцитах, лимфоцитах 

и моноцитах мы подвергли наши наборы микроРНК 
анализу обогащения микроРНК (miEAA), что позво-
лило проанализировать различные пути, в которые 
вовлечены микроРНК (рис. 2). Алгоритм miEAA ра-
ботает с сигнальными путями базы GeneOntology 
(GO term) [37]. В ходе поиска по этой базе в эри-
троцитах не найдены статистически значимые 
обогащенные и обедненные пути. Такой резуль-
тат связан с тем, что зрелый эритроцит не имеет 
ни мощной системы передачи сигналов, ни серьез-
ной транскрипционной активности. Следует от-
метить, что в исследовании 2020 года сигнальных 
путей, регулируемых микроРНК, было показано, 
что miR-4732-3p нацелена на компоненты сигналь-
ного пути TGF-β (SMAD2 и SMAD4) [38], которые 
участвуют в эритропоэзе и способствуют пролифе-
рации клеток во время эритроидной дифференци-
ровки. Изучение регуляции гемопоэза, проведенное 
в 2024 году, показало, каким образом miR-7145 уси-
ливает эритропоэз, одновременно ингибируя диф-
ференцировку миелоидных клеток-предшествен-
ников через сигнальный путь JAK1/STAT3 [39]. 
Экспрессия miR-7145 коррелирует с экспрессией 
фактора транскрипции GATA1, ключевого для раз-
вития эритроцитов. Тем не менее упомянутые ми-
кроРНК участвуют на стадиях предшественников 
эритроцитов, что позволяет предположить, что об-
наружение упомянутых микроРНК в зрелых эри-
троцитах, скорее всего, является свидетельством 
процессов, происходящих во время эритропоэза. 
Таким образом, отсутствие сигнальных путей в зре-
лых эритроцитах, которое мы наблюдали, можно 

Таблица 3. Предсказанные новые микроРНК, экспрессия которых изменяется в моноцитах при тяжелом течении 
COVID-19

микроРНК
Кратность 
изменений, 

разы

p-value 
критерий 

Уилкоксона–
Манна–Уитни

Экспрессия
микроРНК,  

нуклеотидная  
последовательность 

Пре-микроРНК,  
нуклеотидная  

последовательность

hsa-miR-3-3p 2.67 0.032 Повышена GGGUGCGGGCCG
GCGGGGUCCU

GACCUCGCCGUCCCGCCC
GCCGCCUUCUGCGUCGC

GGGUGCGGGCCGGCGGGG
UCCU

hsa-miR-120-5p 2.29 0.01 Снижена UGGGGGAGGAG
GAAGAGGAGA

UGGGGGAGGAGGAAGAG
GAGAUGGGGAGGCAGGU
GAGCCUGACCAAGCAGCC
UGCUCCCUUUCUCCCUCC

CCUUCCCCCUC

hsa-miR-593-3p 2.37 0.032 Снижена UUUGGGGAUUC
UAAGAGGAAG

AACUCUUAGAAUCCCCA
AAGCAUUCUGUGAAGUG
GUUUGGGGAUUCUAAG

AGGAAG

hsa-miR-388-5p 2.67 0.008 Снижена GUCCCAGCAACUC
AGGAGGCUAAGG

GUCCCAGCAACUCAGGA
GGCUAAGGUGGGAGGA
UCACUUGAGCCCAGGAG

UUCUGGGCUG
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расценивать как подтверждение низкой синтети-
ческой активности эритроцитов или ее отсутствия. 
Если же рассматривать статистически значимые 
обогащенные пути в моноцитах, то одним из наи-
более заметных оказался путь позитивной регуля-
ции миграции метанефральных мезенхимальных 
клеток. Некоторые микроРНК были идентифициро-
ваны как позитивные регуляторы миграции клеток. 

Например, известно, что члены семейства miR-200 
влияют на эпителиально-мезенхимальный переход 
(EMT) – процесс, имеющий отношение к миграции 
мезенхимальных клеток [40]. Учитывая, что тяже-
лое течение COVID-19 приводит к иммунной ги-
перактивации и иммунологическому сбою [41], не-
обходимо предположить, что обогащение, которое 
мы наблюдаем в этом пути, обусловлено упомяну-

Таблица 4. Потенциально важные гены-мишени предсказанных микроРНК

Предсказанная 
микроРНК 

Ген-мишень, 
условная досто-
верность пред-
сказания, у.е.

Ген-
мишень, 
символ 

Белок, кодируемый геном-мишенью

hsa-miR-120-5p 

100 MECP2 Метил-CpG-связывающий белок 2
100 PPP1R9B Регуляторная субъединица 9B протеинфосфатазы 1
99 SLC6A17 17-й член семейства 6 переносчиков растворенных веществ 
99 WIZ Цинковый палец WIZ
98 NFIX Ядерный фактор I X
98 CASTOR2 Цитозольный сенсор аргинина для субъединицы 2 mTORC1 
98 NR1D1 Первый член подсемейства D-ядерных рецепторов 
97 NLGN2 Нейролигин 2
97 ELK1 ELK1, транскрипционный фактор ETS 
97 SHISAL1 Shisa-подобный белок 1
96 CAMK1D Кальций/кальмодулин-зависимая протеинкиназа 1D
96 ACTB Бета-актин

96 HEYL Hes-родственный фактор транскрипции семейства bHLH с последо-
вательностью, подобной YRPW

96 SRF Фактор ответа на сыворотку
96 EPB41L1 Мембранный белок полосы 4.1 эритроцитов, подобный белку 1

hsa-miR-593-3p 

98 CEP135 Белок центросом 135
98 ELK1 ELK1, транскрипционный фактор ETS 
98 ZNF629 Белок с цинковым пальцем 629
97 SUSD2 Белок 2 с Sushi-доменом 
97 ARGFX Пятиарининовый гомеобокс
97 IGF2 Инсулиноподобный фактор роста 2
97 ZDHHC8 Белок с цинковым пальцем DHHC типа 8
97 BCAM Основная молекула клеточной адгезии (Лютеранская группа крови)
96 GDF11 Дифференцировочный фактор роста 11
96 TAB3 Белок 3, связывающий киназу 1 (MAP3K7), активируемую TGF-beta
96 PKNOX2 Белок PBX с узлом 1 и гомеобоксом 2
96 ZBTB39 Белок с цинковым пальцем и BTB-доменом 39

hsa-miR-388-5p 

99 STK4 Серин/треониновая киназа 4
98 FOXK1 Белок K1 с forkhead-боксом
98 PCBP1 Поли(rC)-связывающий белок 1
97 BSDC1 Белок 1 с доменом BSD

97 LRTOMT Белок c трансмембранным доменом, обогащенным лейцином, и доме-
ном О-метилтрансферазы

96 KIAA0930 KIAA0930
96 TUB Транскрипционный фактор Tubby, состоящий из двух частей
96 NRP1 Нейропилин 1
96 CRP C-реактивный белок
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тыми процессами. Другой сигнальный путь – пози-
тивная регуляция дифференцировки гладкомышеч-
ных клеток, ассоциированных с сосудами (VSMC), 
важен для развития и ремоделирования сосудов. 
К микроРНК, вовлеченным в VSMC, относятся 
miR-143/145. Этот кластер микроРНК имеет реша-
ющее значение для дифференцировки VSMC. Он 
способствует экспрессии сократительных белков, 
одновременно ингибируя пути, ведущие к дедиффе-
ренцировке и пролиферации. Потеря miR-143/145 
приводит к нарушению дифференцировки VSMC 
и способствует сосудистым патологиям. Кроме того, 
эти микроРНК позитивно регулируются фактором 
ответа сыворотки (SRF) и миокардином, которые 
критически важны для продвижения дифференци-
ровки VSMC путем подавления факторов, ингиби-
рующих этот процесс [42]. Регуляция дифференци-
ровки астроцитов (другой обнаруженный нами путь) 
важна для развития центральной нервной системы 
(ЦНС). Ключевые регуляторные факторы включа-
ют: RNF20 [43] – E3-убиквитинлигазу, TAZ (WW 
domain-containing transcription regulator 1) и YAP 
(Yes-associated protein) – транскрипционные коак-
тиваторы, участвующие в сигнальном пути Hippo 
[44], и фактор транскрипции PITX1 [45], который 
направляет дифференцировку астроцитов, регули-
руя экспрессию SOX9. Участие микроРНК в этом 
процессе ранее не было показано. Также следует 
отметить, что недавние исследования подчеркнули 
регуляторную роль микроРНК в модуляции актив-
ности рибонуклеозиддифосфатредуктазы (RNR), 
в частности через регуляцию ее субъединицы 
RRM2. Оказалось, что hsa-miR-125b-5p и hsa-miR-
30a-5p отрицательно коррелируют с экспрессией 
RRM2 в различных типах опухолей. Их регуляция 
предполагает, что эти микроРНК могут играть роль 
в поддержании соответствующих уровней dNTP 
путем модуляции активности RNR [46]. Связывание 
DH-домена оказалось еще одним обогащенным 
путем. Известно, что микроРНК взаимодейству-
ют с РНК-связывающими белками (RBP), содер-
жащими специфические домены, такие как DH. 
Модулируя уровни и активность микроРНК, RBP 
могут влиять на экспрессию генов-мишеней, воздей-
ствуя на такие клеточные функции, как пролифера-
ция, дифференцировка и ответ на стресс. Показано, 
что перенос микроРНК во внеклеточные везикулы 
опосредован специфическими RBP, следовательно, 
этот процесс играет важную роль в межклеточ-
ной сигнализации и взаимодействиях в тканях [47]. 
Морфогенез кортикоспинального тракта (CST) – 
еще один процесс, который, как показано ранее, ре-
гулируется микроРНК. Известно, что микроРНК 
часто работают совместно с РНК-связывающими 

белками (RBP), которые облегчают их загруз-
ку в РНК-индуцированный комплекс сайленсинга 
(RISC). Показано, что микроРНК miR34/449 уча-
ствуют в тонкой настройке экспрессии генов, важ-
ных для развития спинальных интернейронов. 
В исследованиях на мутантных мышах, лишенных 
miR34/449, выявлено заметное нарушение гене-
тических профилей нейронов спинного мозга. По-
видимому, эти микроРНК необходимы для правиль-
ного формирования цепей, важных для контроля 
движений [48]. Также следует отметить, что ми-
кроРНК являются ключевыми регуляторными моле-
кулами в фасцикуляции аксонов мотонейронов [49]. 
В мотонейронах микроРНК вовлечены в несколько 
процессов развития. Например, модификация экс-
прессии miR-9 влияет на спецификацию подтипов 
мотонейронов и развитие спинного мозга. Кроме 
того, miR-17-3p регулирует стабильность мРНК 
фактора транскрипции Olig2, важного для диффе-
ренцировки спинальных мотонейронов [50]. Также 
микроРНК играют решающую роль на ранних ста-
диях развития почек, особенно в дифференциров-
ке клеток-предшественников нефрона, которые 
дают начало гломерулярным структурам. Показано, 
что специфические микроРНК, такие как члены се-
мейства miR-30, нацелены на ключевые факторы 
транскрипции, такие как Lhx1, которые жизненно 
важны для нефрогенеза [51, 52]. Кроме того, фас-
цикуляция нейронов значительно зависит от ми-
кроРНК. Выявлена вовлеченность нескольких 
специфических микроРНК в процесс фасцикуляции. 
В частности, показано, что miR-8 регулирует экс-
прессию молекул клеточной адгезии, критических 
для формирования синапсов, а также может играть 
роль в определении направления роста аксонов 
во время синаптогенеза у Drosophila [53]. 

Участие микроРНК в  позитивной регуля-
ции RhoGEF особенно важно в биологии рака. 
Изменения экспрессии специфических микроРНК 
могут приводить к повышению активности RhoGEF, 
способствуя миграции и инвазии опухолевых кле-
ток. Подобные процессы наблюдали при различных 
типах опухолей, где дисрегулированные профили 
микроРНК коррелируют с повышенным метастати-
ческим потенциалом из-за измененных сигнальных 
путей Rho GTPазы [54].

Одним из наиболее заметных сигнальных пу-
тей в моноцитах оказался путь «развитие вну-
треннего уха». Следует отметить, что кластер 
miR-183/96/182 – это одна из групп микроРНК, 
функции и  экспрессия которых наиболее хо-
рошо изучены при развитии внутреннего уха. 
Исследования на животных моделях показали, 
что отключение этих микроРНК вызывает серьез-



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 18 № 1 (68) 2026 | ACTA NATURAE | 33

ные дефекты в развитии волосковых клеток и по-
терю слуха [55, 56]. Кроме того, в моноцитах иден-
тифицировано несколько микроРНК, регулирующих 
сигнальный путь MAPK. В частности, miR-203 регу-
лирует уровни BCR-ABL, а также ингибирует про-
лиферацию клеток при хроническом миелолейкозе 
(ХМЛ) путем сайленсинга мРНК компонентов пути 
MAPK [57]. Также известно, что miR-155 участвует 
в регуляции белков SOS и KRAS, влияя на актив-
ность пути MAPK/ERK. Кроме того, miR-19a регу-
лирует RAF1 и другие компоненты каскада MAPK, 
влияя на общую динамику передачи сигналов этого 
пути. При этом miR-128 влияет на сигнализацию 
c-Met/PI3K/AKT, которая связана с путями MAPK, 
особенно при раке легких [58].

Известно, что некоторые микроРНК могут непо-
средственно нацеливаться на мРНК, кодирующие 
циклазы, приводя к их деградации или подавлению 
трансляции. Например, miR-282 идентифицирована 
как регулятор аденилатциклазы в нервной систе-
ме, что предполагает модуляцию путей, связанных 
с сигналами cAMP, важными для работы нейронов 
[59].

Наборы микроРНК в лимфоцитах не столь вовле-
чены в сигнальные пути GO, однако их участие, по-
видимому, более специфично. В число обогащенных 
GO-путей входит фосфолипаза A1 (PLA1) – фер-
мент, который гидролизует фосфолипиды, играя 
решающую роль в метаболизме липидов и клеточ-
ной сигнализации в лимфоцитах. Регуляция актив-
ности PLA1 тесно связана с функцией некоторых 
микроРНК. Например, кластер miR-17~92 регули-
рует выживание В-клеток, воздействуя на мРНК 
проапоптотических факторов, таких как BIM [60]. 
микроРНК имеют решающее значение для созрева-
ния Т- и В-клеток, обеспечивая элиминацию ауто-
реактивных клеток во время развития, для предот-
вращения аутоиммунитета [60]. Во время активации 
Т-клеток специфические микроРНК, такие как miR-
155, активируются, усиливая такие эффекторные 
функции, как продукция цитокинов. И наоборот, 
другие микроРНК могут подавлять активацию 
для поддержания гомеостаза [61, 62]. Упомянутые 
микроРНК, вероятно, служат медиаторами при им-

мунологическом сбое, который происходит во вре-
мя цитокинового шторма, индуцированного тяже-
лым течением COVID-19 [41]. Другим сигнальным 
каскадом, связанным с микроРНК и обнаруженным 
в нашем исследовании, является клеточный от-
вет на дитиотреитол (DTT). Ранее было показано, 
что miR-101 регулирует экспрессию SEL1L, кото-
рый участвует в ответах на стресс эндоплазмати-
ческого ретикулума (ЭПР). В условиях стресса ЭПР, 
например, индуцированного DTT, регуляция SEL1L 
посредством miR-101 может влиять на пути гибели 
нейрональных клеток [63, 64].

Особый интерес вызывают возможные гены-ми-
шени, контролируемые предсказанными микроРНК 
в моноцитах (табл. 4). Так, hsa-miR-388-5p пред-
положительно контролирует синтез С-реактивного 
белка – одного из белков острой фазы воспаления 
(табл. 4). Этот белок синтезируется клетками пе-
чени. Однако возможно, что моноциты секретируют 
эту микроРНК во внеклеточных везикулах с целью 
передачи сигнала клеткам печени. В исследованной 
нами системе уровень hsa-miR-388-5p в моноцитах 
при тяжелом течении COVID-19 снижен по срав-
нению со здоровыми донорами. Это может допол-
нительно быть фактором, вызывающим повышение 
уровня СРБ в крови пациентов с тяжелым течением 
COVID-19.

Подводя итоги нашей работы, необходимо под-
черкнуть, что ее главным результатом является 
определение спектра микроРНК, изменяющихся 
в моноцитах, эритроцитах и лимфоцитах при тяже-
лом течении COVID-19. Этот спектр может быть ис-
пользован для поиска возможных предикторов тя-
желого течения COVID-19. Кроме того, наша работа 
поможет прояснить изменения молекулярных меха-
низмов в клетках крови не только при цитокиновом 
шторме, индуцированном COVID-19, но и при дру-
гих вирусных инфекциях. 
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РЕФЕРАТ Ацилированные жирными кислотами холины – недавно открытый класс эндогенных соеди-
нений человека и животных. Ранее мы показали, что олеоилхолин (Ol-Chol) и другие ацилхолины 
в микромолярном диапазоне концентраций являются модуляторами холинергической системы и могут 
использоваться в качестве катионных липидов для доставки нуклеиновых кислот в клетки человека 
и животных. В настоящей работе исследовано взаимодействие с никотиновыми ацетилхолиновыми 
рецепторами (нАХР) двух ионных форм Ol-Chol и двух синтетических катионных липидов, содержа-
щих четвертичную аммониевую группу и два остатка олеиновой кислоты. Радиолигандным анализом 
показано, что сродство обоих ацилхолинов и синтетических катионных липидов к мышечному типу 
нАХР в 2–5.5 раза выше, чем к нейрональному α7 нАХР человека. Иодид олеоилхолина в 2 раза более 
эффективно, чем мезилат, взаимодействовал с ортостерическим сайтом связывания мышечного и α7 
нАХР, а в функциональном тесте кальциевого имиджинга оба соединения оказались на порядок более 
эффективными ингибиторами α7 нАХР, что может свидетельствовать об их дополнительном действии 
через аллостерические участки связывания рецептора. Синтетические катионные липиды заметно 
уступали олеоилхолину в сродстве к α7 нАХР и, в отличие от него, оказывали выраженное цитотокси-
ческое действие на клетки нейробластомы SH-SY5Y, которое не блокировали специфические лиганды 
нАХР. Таким образом, четвертичная аммониевая группа в составе всех исследованных соединений при-
дает им свойства ингибиторов нАХР, а усложнение структуры липофильной части молекулы введением 
двух остатков олеиновой кислоты ухудшает эти свойства, но усиливает их цитотоксическое действие 
по независимому от нАХР механизму.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА ацилированные холины, никотиновый ацетилхолиновый рецептор, ингибитор, 
DOTAP, SH-SY5Y, цитотоксичность.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ нАХР – никотиновый ацетилхолиновый рецептор; αBgt – α-бунгаротоксин из яда 
Bungarus multicinctus; [125I]-αBgt – α-бунгаротоксин, меченный изотопом иода-125; CTX – α-кобратоксин 
из яда Naja kaouthia; LDH – лактатдегидрогеназа; Ol-Chol+I- – олеоилхолиниодид; Ol-Chol+Mes- – оле-
оилхолинмезилат; DOTAP+Mes- – (1,2-бис-(9Z-октадеценоилокси)-3-триметиламмонийпропан)мезилат; 
DOGG-Chol+I- – иодид холинового эфира 4-((((1,3-бис(олеоилокси)пропан-2-ил)окси)карбонил)амино)
бутановой кислоты; Nic – никотин; Mec – мекамиламин; dTC – d-тубокурарин; MLA – метилликакони-
тин; ГАМК – гамма-аминомасляная кислота.

ВВЕДЕНИЕ
Аналоги ацетилхолина – холиновые эфиры нена-
сыщенных жирных кислот – были недавно обна-
ружены в плазме и моче человека [1]. Кроме того, 
содержание длинноцепочечных ненасыщенных 
ацилхолинов повышено при некоторых заболевани-

ях. Так, например, в тканях кровеносных сосудов 
пациентов с сердечно-сосудистыми заболевания-
ми (аневризма брюшной аорты, атеросклеротиче-
ские бляшки сонных артерий, атеросклеротические 
бляшки бедренных артерий и утолщение интимы) 
идентифицированы холиновые эфиры олеиновой, 
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линолевой и арахидоновой кислот [2, 3]. Содержание 
ацилхолинов, особенно ненасыщенных, повыше-
но в образцах крови пациентов с высоким риском 
тромбоэмболии легочной артерии (ТЭЛА) по срав-
нению с образцами, полученными от пациентов со 
средним риском ТЭЛА [4]. Таким образом, накопле-
ние ацилхолинов может быть связано с развитием 
ряда патологий у человека, однако механизм дей-
ствия ацилхолинов остается малоизученным.

Ранее мы показали, что некоторые эндогенные 
ацилхолины, такие как арахидоноилхолин, олеоил-
холин (Ol-Chol), линоленоилхолин и докозагекса-
еноилхолин, в микромолярном диапазоне концен-
траций ингибируют мышечный и α7 нейрональный 
никотиновые ацетилхолиновые рецепторы (нАХР), 
а также ферменты гидролиза ацетилхолина [5]. Это 
подтверждает гипотезу о том, что механизм биоло-
гической активности эндогенных ацилхолинов свя-
зан с их модулирующим воздействием на сигналь-
ные системы, в которых участвует ацетилхолин. 
Не исключено, что эндогенные ацилхолины могут 
выступать как ингибиторы онкологического процес-
са, когда раковые клетки чувствительны к ингиби-
рованию α7 нАХР, например, при раке легкого [6].

Ацилхолины содержат четвертичную аммоние-
вую группу и представляют собой катионные ли-
пиды, что может использоваться для доставки ну-
клеиновых кислот в клетки млекопитающих [7]. 
Одним из наиболее распространенных катионных 
липидов, используемых для трансфекции, явля-
ется DOTAP (1,2-бис-(9Z-октадеценоилокси)-3-
триметиламмонийпропан), который, как и холино-
вые эфиры, содержит заряженную четвертичную 
аммониевую группу [8, 9]. Однако, несмотря на сход-
ство структуры DOTAP и холиновых эфиров, спо-
собность этого катионного липида взаимодей-
ствовать с ацетилхолиновыми рецепторами ранее 
не была изучена. Также нами показано, что эффек-
тивность клеточной трансфекции зависит от про-
тивоиона используемого катионного липида [7], 
но остается неизвестным, как природа противоио-
на влияет на способность ацилхолина ингибировать 
нАХР. 

В настоящей работе изучено взаимодействие 
с мышечным и нейрональным α7 нАХР двух ион-
ных форм Ol-Chol и двух синтетических катионных 
липидов, содержащих четвертичную аммониевую 
группу и два остатка олеиновой кислоты. С этой це-
лью нами синтезированы две формы олеоилхолина 
(иодид и мезилат), а также DOTAP мезилат и но-
вый аналог DOTAP, содержащий холиновую группу 
на некотором расстоянии от липофильного диолео-
илглицеринового остатка – иодид холинового эфира 
4-((((1,3-бис(олеоилокси)пропан-2-ил)окси)карбонил)

амино)бутановой кислоты (рис. 1). Оба эти соеди-
нения, в отличие от олеоилхолина, содержат два 
остатка ненасыщенной жирной (олеиновой) кислоты.

нАХР являются лиганд-управляемыми мем-
бранными катионными каналами [10]. нАХР мы-
шечного типа находятся на мышечных волокнах 
в местах нервно-мышечных синапсов и отвечают 
за передачу нервного импульса эффекторной клет-
ке, тогда как α7 нАХР весьма широко распростра-
нены в организме и присутствуют как на нервных, 
так и на других типах клеток, например, на иммун-
ных клетках, клетках глии, эпителия и др. [11–13]. 
α7 нАХР модулируют целый ряд клеточных про-
цессов, таких как высвобождение нейротрансмит-
теров, цитокинов и нейротрофических факторов, 
а также последующую передачу сигналов, экс-
прессию генов и т.д. [11, 14]. Нарушение функцио-
нирования мышечного нАХР связано с развитием 
миастений, а α7 нАХР – с нейродегенеративными 
и психическими заболеваниями, хронической бо-
лью, сепсисом, ревматоидным артритом, онкозабо-
леваниями и др. [6, 12, 15]. В связи с этим α7 нАХР 
рассматривают как молекулярную мишень для раз-
работки и направленной доставки лекарственных 
средств [16, 17].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Материалы
Диолеоилглицерид (любезно предоставлен 
Е.Л. Водовозовой ИБХ РАН), N,N’-дисукцин
имидилкарбонат (DSC, Sigma-Aldrich, США), 
гамма-аминомасляная кислота (Acros Organics, 
Германия, > 99%), бис(триметилсилил)трифтораце-
тамид (BSTFA, Acros Organics), Kieselgel 60 (Merck, 
США), триэтиламин, иодметан (Acros Organics, 
> 99%), 1,1’-карбонилдиимидазол (1,1’-CDI, Fluka, 
Швейцария), диметиламинопиридин (DMAP) (Fluka, 
Швейцария), диметиламиноэтанол (DMAE) (Sigma-
Aldrich), бисульфат Na (Fluka), безв. Na2SO4, эти-
лацетат, бензол, хлористый метилен, ацетонитрил, 
ацетон, HCl, NaCl («Химмед», Россия).

Использовали следующие реактивы: Fluo-4 Direct 
Calcium Assay Kit (ThermoFisher Scientific, США), 
резазурин (Macklin Inc., Шанхай, Китай), а также 
ряд лигандов нАХР: никотин Nic (Sigma-Aldrich), 
мекамиламин Mec, d-тубокурарин d-TC, метилли-
каконитин MLA, PNU120596, PNU282987 (Tocris, 
Великобритания), линию клеток нейробластомы 
человека SH-SY5Y (Sigma-Aldrich). Препарат мем-
бран электрического органа ската Torpedo califor-
nica предоставлен Ф. Хухо (Свободный универси-
тет Берлина, Германия). Суспензия клеток GH4C1 
предоставлена компанией EliLilly, Великобритания.
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Синтез иодида холинового эфира 
4-((((1,3-бис(олеоилокси)пропан-2-ил)
окси)карбонил)амино)бутановой кислоты 
(DOGG-Chol+I-)
К раствору диолеоилглицерида (100 мг (0.16 ммоль)) 
в 1 мл хлороформа добавили 45 мг (0.18 ммоль) 
N,N’-DSC и 48 мкл (0.48 ммоль) триэтиламина. 
Перемешивали при 25°С в течение 20 мин до пол-
ного растворения компонентов смеси (раствор 1). 
К суспензии 50 мг (0.5 ммоль) гамма-аминомасля-
ной кислоты в 500 мкл ацетонитрила прибавляли 
0.5 мл (1.94 ммоль) бис(триметилсилил)трифто-
рацетамида и перемешивали при 25°С до полно-
го растворения гамма-аминомасляной кислоты. 
Полученный раствор прибавляли к полученному 
выше раствору 1. Реакционную смесь перемешива-
ли в течение 18 ч при +4°С. Затем смесь экстраги-
ровали этилацетатом, экстракт промывали 2 N рас-
твором бисульфата Na, H2O, насыщенным раствором 
NaCl и высушивали над безв. Na2SO4, фильтровали 
и упаривали. Собрали 118 мг вещества в виде слег-
ка желтоватого масла. Искомый продукт выделяли 
с помощью колоночной хроматографии на силика-
геле Kieselgel 60, используя градиент системы бен-
зол–этилацетат от 0 до 15% этилацетата. Собрали 
47 мг 4-((((1,3-бис(олеоилокси)пропан-2-ил)окси)
карбонил)амино)бутановой кислоты (DOGG) (39%) 
в виде бесцветного масла. 1H-ЯМР (CDCl3; м.д., J, 
300 Гц) 0.90 (6Н, т, 2Н18), 1.28–1.32 (40H, м, 2H4; 2H5; 
2H6; 2H7; 2H12; 2H13; 2H14; 2H15; 2H16; 2H17), 1.63 
(4H, м, 2H3), 1.88 (2H, H3’ (ГАМК)), 2.03 (8Н, м, 2Н8; 
2H11), 2.34 (4H, 2H2), 2.43 (2H, H2` (ГАМК)), 3.27 (2Н, 
м, Н4’), 4.20–4.28 (4H, дм, 2H2’ (глицерин)), 4.89 (1H, 
H1’’ (глицерин)), 5.36 (4Н, м, 2Н9; 2Н10). 

К  36 мг (0.05 ммоль) DOGG, растворенного 
в 500 мкл хлористого метилена, добавляли 10 мг 
(0.06 ммоль) 1,1’-CDI, 8 мкл (0.06 ммоль) триэтила-
мина и перемешивали при 22°C на магнитной ме-
шалке в течение 60 мин. К полученному имида-
золиду 4-((((1,3-бис(олеоилокси)пропан-2-ил)окси)
карбонил)амино)бутановой кислоты прибавляли 
1.8 мг (0.015 ммоль) DMAP и 10 мкл (0.1 ммоль) 
DMAE и перемешивали в течение 18 ч при 22°C 
в атмосфере аргона. Затем разбавляли реакционную 
смесь хлороформом, промывали 0.1 N HCl и H2O, ор-
ганический слой промывали насыщенным раствором 
NaCl и высушивали над безв. Na2SO4. Органический 
слой фильтровали и упаривали. Продукт очи-
щали хроматографией на колонке (Kieselgel 60). 
Элюировали смесью гексан–ЭА, 9 : 1, гексан–ЭА, 
30 : 10, хлороформ–метанол, 10 : 1. Собрали 19.7 мг 
(48.6%) в виде бесцветного масла. Полученный 
продукт для его кватернизации растворяли в су-
хом ацетоне и обрабатывали 6-кратным избытком 

иодметана. Получили 22.4 мг (96%) DOGG-Chol+I- 
в виде белых кристаллов. 1H-ЯМР (CDCl3; м.д., J, 
300 Гц) 0.90 (6Н, т, 2Н18), 1.28–1.32 (40H, м, 2H4-7; 
2H12–17], 1.63 (4H, м, 2H3), 1.88 (2H, H3’ (ГАМК)), 
2.03 (8Н, м, 2Н8; 2H11), 2.34 (4H, 2H2), 2.43 (2H, 
H2’ (ГАМК)), 3.27(2Н, м, Н4’), 3.34 (2H, H1’ DMAE), 
4.20–4.28 (6H, дм, 2H2’ (глицерин), H2’ DMAE), 4.89 
(1H, H1’’ (глицерин)), 5.36 (4Н, м, 2Н9; 2Н10).

Конкурентный радиолигандный анализ
Мембраны электрического органа ската Torpedo 
californica, содержащие α1β1γδ нАХР мышечного 
типа (с конечной концентрацией токсинсвязыва-
ющих сайтов 0.52 нМ) или клетки линии GH4C1, 
экспрессирующие нейрональный α7 нАХР человека 
(конечная концентрация токсинсвязывающих сайтов 
равна 0.4 нМ) инкубировали с различными концен-
трациями ацилхолинов, добавленных в виде раство-
ра в ДМСО, при комнатной температуре в буфере 
для связывания (20 мM Tрис-HCl, 1 мг/мл БСА, pH 
8.0; объем 50 мкл) в течение 2 ч 50 мин или 3 ч 
30 мин соответственно. Итоговый буфер для каж-
дой точки конкретного эксперимента, включая 
точки контроля 100 и 0% связывания, был выров-
нен по максимальному количеству ДМСО (от 0.15 
до 1.5% в разных сериях экспериментов), добавлен-
ному в реакционную смесь с исследуемыми ацил-
холинами. Затем к образцам добавляли [125I]-αBgt 
в конечной концентрации 0.2 нМ и инкубировали 
в течение еще 5 мин. Несвязавшийся [125I]-αBgt 
удаляли быстрой фильтрацией реакционной смеси 
через GF/C фильтры (Whatman, Великобритания) 
и трехкратной промывкой буфером для связывания 
(по 3 мл буфера). Использующиеся фильтры пред-
варительно обрабатывали 0.25% полиэтиленимином. 
За 100% связывание принимали связывание радио-
лиганда в отсутствие каких-либо вытеснителей; 
уровень неспецифического связывания (0%) опреде-
ляли по аналогичному опыту, в котором препараты 
мышечного и α7 нАХР инкубировали в присутствии 
9 мкМ α-кобратоксина (CTX) в течение 2 ч 50 мин 
или 3 ч 30 мин соответственно. Количественные из-
мерения связавшегося [125I]-αBgt проводили с ис-
пользованием γ-счетчика Wallac Wizard 1470 (GMI 
Inc., США). Результаты взаимодействия исследуе-
мых соединений с соответствующими мишенями 
анализировали в виде значений IC50 при помощи 
программы OriginPro 2015 (Microcal, США).

Кальциевый имиджинг
Клетки линии SH-SY5Y нейробластомы челове-
ка культивировали в ростовой среде, состоящей 
из среды DMEM («ПанЭко», Россия), 10% эмбрио-
нальной телячьей сыворотки (FBS, neoFroxx GmbH, 
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Германия), антибиотиков пенициллина (50 ЕД/мл) 
и стрептомицина (50 мкг/мл, «ПанЭко») при 37°С 
в СО2-инкубаторе (5% СО2). Для кальциевого имид-
жинга клетки рассевали в черный 96-луночный 
планшет (SPL Life Sciences, Корея) по 5000–10000 
клеток в лунку и растили до достижения 80–90% 
монослоя. Затем заменяли среду роста буфером, со-
держащим 140 мМ NaCl, 2 мМ CaCl2, 2.8 мМ KCl, 
4 мМ MgCl2, 20 мМ HEPES, 10 мМ глюкозы, pH 
7.4, и инкубировали клетки в присутствии Fluo-4 
Direct Calcium Assay Kit (ThermoFisher Scientific, 
США) в темноте в течение 30 мин при 37°С, а за-
тем еще 30 мин при комнатной температуре. Перед 
добавлением специфического агониста α7 нАХР 
(200 нМ PNU 282987 (Tocris, Великобритания)) клет-
ки SH-SY5Y инкубировали в течение 20 мин с рас-
творами исследуемых веществ и специфического 
позитивного модулятора α7 нАХР (10 мкМ PNU 
120596 (Tocris)). Полного ингибирования наблюда-
емых кальциевых ответов достигали инкубацией 
клеток с 1 мкМ раствором α-кобратоксина CTX, 
специфического антагониста α7 нАХР, в течение 
20 мин.

Изменения флуоресценции индикатора Fluo-4 
(λex/em = 485/535 ± 10 нм) детектировали с помо-
щью микропланшетного флуориметра Hidex Sense 
Microplate Reader (Hidex, Финляндия). Изменения 
интенсивности флуоресценции анализировали с ис-
пользованием программы OriginPro 2017 (OriginLab 
Corporation, США).

Резазуриновый тест для оценки метаболической 
активности клеток 
Клетки SH-SY5Y рассевали в прозрачный 96-лу-
ночный планшет (SPL Life Sciences, Корея) по 3000 
клеток в лунку. Через 24 ч к клеткам добавляли 
исследуемые вещества Ol-Chol+I-, Ol-Chol+Mes-, 
DOGG-Chol+I-, DOTAP+Mes- в  концентрации 
6.25–100 мкМ, а также лиганды нАХР: 100 мкМ 
никотин (Nic, Sigma-Aldrich, Германия), меками-
ламин (Mec), d-тубокурарин (d-TC), метиллика-
конитин (MLA); 10 мкМ PNU 120596, PNU 282987 
(Tocris, Великобритания); 1 мкМ α-кобратоксин 
CTX. Клетки культивировали в течение 72 ч, по-
сле чего определяли метаболическую клеточную 
активность с использованием резазурина как опи-
сано ранее [18]. Культуральную среду удаляли, 
клетки инкубировали в течение 4 ч с раствором 
резазурина (Macklin Inc., Китай) в буфере, содер-
жащем 140 мМ NaCl, 2 мМ CaCl2, 2.8 мМ KCl, 4 мМ 
MgCl2, 20 мМ HEPES, 10 мМ глюкозы, pH 7.4. После 
этого оценивали интенсивность флуоресценции 
(λex/em = 550/590 ± 10 нм) продукта восстанов-
ления резазурина (резоруфин) с помощью микро-

планшетного флуориметра (Hidex, Финляндия). 
Отрицательным контролем служили лунки без кле-
ток, положительным – интактные клетки SH-SY5Y.

Определение активности внеклеточной 
лактатдегидрогеназы (LDH) для оценки 
цитотоксичности соединений 
Клетки SH-SY5Y рассевали в прозрачный 96-лу-
ночный планшет (SPL Life Sciences, Корея) по 3000 
клеток в лунку. Через 24 ч к клеткам добавляли Ol-
Chol+I- и DOTAP+Mes- в концентрации 6.25–100 мкМ, 
культивировали в течение 72 ч и определяли актив-
ность внеклеточной лактатдегидрогеназы с исполь-
зованием набора LDH Cytotoxicity Assay kit (Wuhan 
Servicebio Technology Co., Ltd., Китай) по методике 
производителя. Отобранную культуральную среду 
(80 мкл) инкубировали в течение 30 мин с 80 мкл 
рабочего раствора для детекции лактатдегидроге-
назы, после чего определяли оптическую плотность 
раствора при λ = 490 нм с использованием микро-
планшетного ридера Hidex Sense Microplate Reader 
(Hidex, Финляндия). Отрицательным контролем 
служили лунки без клеток, положительным – ли-
зированные клетки SH-SY5Y (Cell lysis buffer, LDH 
Cytotoxicity Assay kit).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Синтез ацилхолинов и их катионных 
диолеоильных аналогов 
Использованные в работе соединения (рис. 1) по-
лучены химическим путем. Олеоилхолин в форме 
иодида (Ol-Chol+I-) и мезилата (Ol-Chol+Mes-) син-
тезировали согласно [19]. DOTAP мезилат синте-
зировали из 3-(диметиламино)-1,2-пропандиола 
и олеиновой кислоты [20] с последующей кватерни-
зацией диметилсульфатом. DOGG-Chol+I- был полу-
чен из 1,2-диолеоилглицерина путем последователь-
ного введения в его структуру ГАМК и холина.

Взаимодействие синтезированных соединений 
с никотиновыми холинорецепторами 
Способность синтезированных соединений взаимо-
действовать с ортостерическим участком связыва-
ния нАХР оценивали с помощью радиолигандного 
анализа, а функциональную активность нАХР опре-
деляли методом кальциевого имиджинга. 

Для  исследования взаимодействия иодида 
и мезилата олеоилхолина и катионных липидов 
DOGG-Chol+I- и DOTAP+Mes- с ортостерическим 
участком связывания нАХР анализировали их кон-
куренцию с α-бунгаротоксином, меченным радио-
активным изотопом иода ([125I]-αBgt), за связывание 
с мышечным нАХР электрического органа ската 
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T. californica и нейронным α7 нАХР человека с ис-
пользованием радиолигандного метода (рис. 2). 
Оказалось, что все соединения связываются с ор-
тостерическими сайтами обоих рецепторов (рис. 2). 
Сродство Ol-Chol+I- и Ol-Chol+Mes- и диолеоильных 
аналогов DOGG-Chol+I- и DOTAP+Mes- к мышечно-
му типу рецепторов (диапазон IC50 = 32.5–56 мкМ) 
оказалось в 2.0–5.5 раза выше, чем к α7 нАХР че-
ловека (диапазон IC50 = 62–178 мкМ) (табл. 1). 
При этом олеоилхолин иодид в 2 раза более эф-
фективно взаимодействовал с ортостерическим сай-
том связывания мышечного и α7 нАХР (IC50 = 37 
и 62 мкМ соответственно), чем в форме мезилата 
(IC50 = 56 и 129 мкМ соответственно) (табл. 1).

Сродство исследованных нами новых анало-
гов ацилхолинов (Ol-Chol+Mes-, DOGG-Chol+I-, 
DOTAP+Mes-) к нАХР мышечного типа из электри-
ческого органа ската T. сalifornica, оцененное мето-
дом радиолигандного анализа (IC50 = 32.5–56 мкМ) 
(рис. 2 и табл. 1), определялось в том же диапазоне, 
что и сродство исследованных нами ранее эндоген-
но представленных ацилхолинов (арахидоноилхо-
лин, олеоилхолин, линоленоилхолин и докозагек-
саеноилхолин) (IC50 = 18.7–93 мкМ) [5]. Интересно, 
что новые соединения обладали меньшим сродством 
(129–178 мкМ) к нейрональному α7 подтипу нАХР 
человека, чем ранее изученные (14.2–80 мкМ) [5]. 
В нашей работе впервые показано влияние природы 
противоиона соответствующего ацилхолина на эф-
фективность его взаимодействия с рецептором: ио-
дид олеоилхолина обладал примерно в 2 раза более 
высоким сродством, чем его мезилат (табл. 1).

Рис. 1. Структуры исследованных ацилхолинов: 
1 – олеоилхолин иодид (Ol-Chol+I-), 2 – олеоилхолин 
мезилат (Ol-Chol+Mes-), 3 – иодид холинового эфира 
4-((((1,3-бис(олеоилокси)пропан-2-ил)окси)карбонил)
амино)бутановой кислоты (DOGG-Chol+I-), 4 – мези-
лат 1,2-бис-(9Z-октадеценоил)-3-триметиламмоний 
1,2-диоксипропана (DOTAP+Mes-)

Рис. 2. Зависимость специфического связывания радиоактивного [125I]-αBgt с мышечным нАХР ската Torpedo 
californica (А) и α7 нАХР человека (Б) от концентрации исследуемых ацилхолинов и их диолеоильных аналогов. 
Каждая точка на графиках представляет собой среднее значение ± стандартная ошибка среднего, n = 2–3
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С помощью радиолигандного анализа было по-
казано, что все исследованные аналоги ацилхоли-
нов взаимодействуют с α7 нАХР. Далее методом 
кальциевого имиджинга изучили их способность 
ингибировать функциональные ответы рецептора 
данного подтипа. Для этого использовали клетки 
нейробластомы SH-SY5Y, эндогенно экспрессирую-
щие α7 и некоторые другие подтипы нАХР [21]. Все 
исследованные соединения были способны ингиби-
ровать клеточные ответы, вызванные активацией α7 
нАХР с помощью PNU282987, специфического аго-
ниста этого рецептора, в присутствии позитивного 
аллостерического модулятора PNU120596 (рис. 3). 
Наиболее эффективным ингибитором оказался оле-
оилхолин мезилат (IC50 = 0.79 мкМ), в форме иоди-
да его эффективность снижалась в 5 раз (рис. 3, 
табл. 1). DOGG-Chol+I- и DOTAP+Mes- уступали Ol-
Chol+Mes- по эффективности в 9 и 19 раз соответ-
ственно (рис. 3, табл. 1).

В нашей работе впервые показана существенная 
разница в ингибиторной активности олеоилхолина 
в отношении нАХР в зависимости от его солевой 
формы. Мезилат олеоилхолина обладал не только 
наибольшим сродством к α7 нАХР, но его кривая 
кальциевого ответа имела гораздо более пологую 
форму (рис. 3, табл. 1). Так, он был эффективен 
уже в субмикромолярном диапазоне концентраций 
(IC20 ~ 0.1 мкМ, IC50 = 0.8 мкМ), тогда как остальные 
соединения, исследованные в настоящей (Ol-Chol+I-, 
DOGG-Chol+I-, DOTAP+Mes-) и в ранее опубликован-
ной (иодиды арахидоноилхолина, линоленоилхолина 
и докозагексаеноилхолина) наших работах, были ак-
тивны только в микромолярном диапазоне концен-
траций (2–15 мкМ) (табл. 1) [5].

В радиолигандном анализе, в котором оценивали 
взаимодействие веществ с ортостерическим участ-
ком связывания лигандов, сродство всех исследо-
ванных соединений к α7 нАХР оказалось заметно 
ниже, чем при функциональном ингибировании 
этого рецептора, измеренном методом кальциевого 
имиджинга (табл. 1). Это свидетельствует о других 
молекулярных механизмах ингибиторного действия 
аналогов ацилхолинов, возможно, посредством вза-

имодействия с аллостерическими участками связы-
вания рецептора. Следует отметить, что усложнение 
структуры липофильной части аналогов олеоилхо-
лина (DOGG-Chol+I- и DOTAP+Mes-) путем введения 
дополнительного остатка олеиновой кислоты приво-
дило к снижению сродства этих веществ к рецепто-
ру как в радиолигандном анализе (рис. 2, табл. 1), 
так и в экспериментах по кальциевому имиджингу 
(рис. 3, табл. 1). Вероятно, такое усложнение струк-
туры создает стерические затруднения для связы-
вания лиганда с рецептором.

Влияние олеоилхолина и его диолеоильных 
аналогов на жизнеспособность 
и пролиферативную активность клеток 
нейробластомы SH-SY5Y
Если для оценки функциональной активности 
олеоилхолинов и их диолеоильных аналогов в от-
ношении α7 нАХР необходимо несколько минут, 
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Рис. 3. Ингибирование аналогами ацилхолинов кальци-
евых ответов, вызванных активацией α7 нАХР специ
фическим агонистом PNU282987 (200 нМ) в клетках 
нейробластомы SH-SY5Y. Рассчитанные параметры 
ингибирования (IC

50
) приведены в табл. 1. Данные 

представлены как среднее значение ± стандартное от-
клонение, n = 4–6

Таблица 1. Сродство аналогов ацилхолинов к двум подтипам нАХР, представленное в виде значений IC
50

 (мкМ), 
рассчитанных на основании данных радиолигандного анализа и Са2+-имиджинга

Ацилхолины
нАХР T. californica α7 нАХР

Радиолигандный анализ, IC50 (мкМ) Радиолигандный анализ, IC50 (мкМ) Ca2+-имиджинг, IC50 (мкМ)
Ol-Chol+I- 37 ± 1 62 ± 4 3.95 ± 0.18

Ol-Chol+Mes- 56 ± 2 129 ± 8 0.79 ± 2.24
DOGG-Chol+I- 50 ± 3 151 ± 4 7.32 ± 2.97
DOTAP+Mes- 32.5 ± 3.5 178 ± 8 14.99 ± 9.10
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то для направленной внутриклеточной доставки 
нуклеиновых кислот и подобных им соединений 
время инкубации катионных липидов с клетками 
увеличивают до нескольких часов и даже суток. 
В этой связи далее оценивали длительное вли-
яние (в течение 72 ч) олеоилхолинов и аналогов 
DOGG-Chol+I- и DOTAP+Mes- на жизнеспособность 
и пролиферацию популяции клеток нейробласто-
мы SH-SY5Y, в том числе проверяли и зависимость 
наблюдаемых эффектов от активации или инги-
бирования нАХР с помощью известных агонистов, 
позитивного аллостерического модулятора и антаго-
нистов. С этой целью жизнеспособность клеток ана-
лизировали с использованием резазуринового те-
ста для оценки метаболической активности клеток 
и определения активности внеклеточной лактатде-
гидрогеназы для оценки цитотоксичности соедине-
ний. Проведенные исследования показали, что оле-
оилхолин (6.25–100 мкМ) не влиял существенно 
на жизнеспособность клеток (рис. 4А, Б); соеди-
нение DOGG-Chol+I- во всех использованных кон-
центрациях оказывало цитотоксическое действие 
(гибель 13–28% клеток, IC50 > 100 мкМ (рис. 4А)). 
Цитототоксическое действие катионного липи-
да DOTAP+Mes- имело ярко выраженную концен-
трационную зависимость (IC50 = 26.18 ± 0.16 мкМ 
в резазуриновом тесте (рис. 4А) и 19.28 ± 5.64 мкМ 
в LDH-тесте (рис. 4Б)).

Ранее нами было показано [5], что инкубация кле-
ток аденокарциномы легкого A549 с олеоилхолини-

одидом (100 мкМ, 24 ч) приводила к концентраци-
онно-зависимому угнетению их жизнеспособности 
за счет индукции апоптоза, которое достигало 45%. 
Эти клетки экспрессируют α7 нАХР [22], однако 
маловероятно, что наблюдаемый эффект реализует-
ся через этот подтип рецептора, так как его специ
фический ингибитор метилликаконитин (10 мкМ) 
не влиял на цитотоксическое действие олеоилхоли-
на [5].

В настоящей работе мы проверили, реализуют-
ся ли обнаруженные долговременные эффекты ис-
следуемых катионных липидов на выживаемость 
клеток нейробластомы SH-SY5Y через взаимодей-
ствие этих соединений с нАХР. Для этого клетки 
SH-SY5Y инкубировали в течение 72 ч с исследу-
емыми липидами в двух концентрациях, не пре-
вышающих IC50 их цитотоксического действия (10 
и 50 мкМ для Ol-Chol+I-, Ol-Chol+Mes-, DOGG-Chol+I-, 
а также 5 и 25 мкМ для DOTAP+Mes-), в присут-
ствии ряда специфических лигандов нАХР (рис. 5). 
Клетки SH-SY5Y экспрессируют как гомопентамер-
ный α7 нАХР, так и ряд гетеропентамерных нАХР, 
содержащих в своем составе комбинации α3-, α5-, 
β2- и β4-субъединиц [21]. Проведенные опыты по-
казали, что ни неселективные агонисты (никотин) 
и антагонисты (мекамиламин и d-тубокурарин), 
ни специфические лиганды α7 нАХР, такие как аго-
нист PNU282987, позитивный аллостерический 
модулятор PNU120596 или такие антагонисты, 
как метилликаконитин и α-кобратоксин, не влия-

Рис. 4. Влияние Ol-Chol+I-, Ol-Chol+Mes-, DOGG-Chol+I- и DOTAP+Mes- на жизнеспособность и пролифератив-
ную активность клеток SH-SY5Y. Клетки инкубировали с различными концентрациями веществ в течение 72 ч. 
А – клеточную метаболическую активность определяли с помощью резазуринового теста. Б – цитотоксичность 
DOTAP+Mes- и Ol-Chol+I- – по активности внеклеточной лактатдегидрогеназы. Данные приведены как среднее 
значение ± стандартное отклонение, n = 3. *p < 0.05 по сравнению с контрольными значениями, U-критерий 
Манна–Уитни
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Рис. 5. Влияние лигандов нАХР на долговременные эффекты, оказываемые Ol-Chol+I- (А), Ol-Chol+Mes- (Б), 
DOGG-Chol+I- (В) и DOTAP+Mes- (Г) на метаболическую активность клеток SH-SY5Y в течение 72 ч. Использо-
вали следующие лиганды нАХР: никотин (Nic), мекамиламин (Mec), d-тубокурарин (d-TC) и метилликаконитин 
(MLA) в концентрации 100 мкМ; PNU120596 и PNU282987 в концентрации 10 мкМ; α-кобратоксин (CTX) – 1 мкМ. 
Данные приведены относительно значений метаболической активности интактных клеток SH-SY5Y. Cntrl – отно-
сительная метаболическая активность клеток в присутствии указанной концентрации Ol-Chol+I- (А), Ol-Chol+Mes- 
(Б), DOGG-Chol+I- (В) и DOTAP+Mes- (Г). Данные приведены как среднее значение ± стандартное отклонение, 
n = 3. *p < 0.05, U-критерий Манна–Уитни, по сравнению с контрольными значениями
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ли на эффекты исследуемых соединений на клетки 
SH-SY5Y (рис. 5).

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Ацилированные холины – недавно открытый и еще 
мало изученный класс эндогенных жирнокислотных 
аналогов ацетилхолина. Ранее мы показали, что хо-
линовые эфиры ненасыщенных жирных кислот яв-
ляются модуляторами ацетилхолиновой системы. 

Продолжая эти исследования, в настоящей работе 
на примере олеоилхолина, проявившего по резуль-
татам предыдущих экспериментов наибольшую 
активность в ингибировании α7 нАХР, впервые по-
казано, что противоион четвертичной аммониевой 
группы существенно влияет на способность со-
единения взаимодействовать с нАХР. По данным 
радиолигандного анализа связывания [125I]-αBgt 
с ортостерическим сайтом связывания нАХР иодид 
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олеоилхолина в 2 раза более эффективно, чем мези-
лат взаимодействовал с мышечным и нейрональным 
α7 нАХР. Эти результаты показывают, что в усло-
виях биологического эксперимента в рабочем бу-
ферном растворе не происходит замена противо-
иона на хлорид, несмотря на его избыток, а размер 
противоиона, по-видимому, существенно влияет 
на взаимодействие ацилхолина с ортостерическим 
участком связывания ацетилхолина на рецепторе. 
С помощью кальциевого имиджинга, фиксирующего 
функциональный ответ клеток на активацию нАХР, 
показано, что обе солевые формы олеоилхолина (ио-
дид и мезилат) оказались заметно более эффектив-
ными ингибиторами α7 нАХР (IC50 = 3.95 и 0.79 мкМ 
соответственно), чем это проявилось в опытах 
по конкуренции с [125I]-αBgt. Можно предположить, 
что в данном случае усиление ингибирующей ак-
тивности олеоилхолинов связано с их дополнитель-
ным взаимодействием с аллостерическими участ-
ками связывания на молекуле рецептора, которое 
не фиксируется радиолигандным методом анализа.

Важный результат настоящего исследова-
ния – обнаружение способности ингибировать нАХР 
как мышечного, так и нейронального типа у катион-
ного липида DOTAP, широко используемого в соста-
ве липидных наночастиц для доставки нуклеиновых 
кислот в клетки млекопитающих. Несмотря на то, 
что по активности DOTAP уступал олеоилхолину, 
способность данного катионного липида модулиро-
вать активность рецепторов ацетилхолиновой систе-
мы следует учитывать при создании лекарственных 
препаратов с его участием. В отличие от олеоил-
холина липофильная часть DOTAP содержит два 
остатка олеиновой кислоты. Мы синтезировали ана-
лог олеоилхолина, в котором липофильная часть 
также содержала два остатка олеиновой кислоты 
в составе 1,2-диацилглицерина, а холиновая груп-

па была отделена от липофильной части линке-
ром на основе ГАМК (DOGG-Chol+I-). Как и в слу-
чае DOTAP, по данным радиолигандного анализа 
и функционального ответа в экспериментах кальци-
евого имиджинга, этот аналог также проявлял срод-
ство к α7 нАХР, но заметно уступал по активности 
олеоилхолину. DOGG-Chol+I- и DOTAP+Mes-, в отли-
чие от олеоилхолина, усиливающего пролиферацию 
клеток нейробластомы SH-SY5Y, оказывали выра-
женное цитотоксическое действие на эти клетки. 
Этот эффект, однако, не был опосредован взаимо-
действием с нАХР, так как специфические лиганды 
нАХР оказались не в состоянии его заблокировать. 

Таким образом, холиновая группа в составе 
всех исследуемых ацилхолинов придает им свой-
ства ингибиторов нАХР, а усложнение структуры 
липофильной части молекулы путем введения до-
полнительного остатка олеиновой кислоты снижает 
ингибирующую активность, но усиливает их цито-
токсическое действие по независимому от нАХР 
механизму. 

Работа поддержана грантом Министерства 
науки и высшего образования РФ 
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РЕФЕРАТ Поиск оптимальной комбинации лекарственных препаратов для эффективного ингибирова-
ния роста опухолевых клеток – крайне актуальная задача сейчас, когда таких препаратов становится 
все больше. Существует несколько подходов к определению характера взаимодействия препаратов, 
позволяющих установить, является ли оно аддитивным, синергическим или антагонистическим. Здесь 
описан один из таких подходов и показано, как количественно измерить степень взаимодействия двух 
препаратов. Показано, что сыворотка периферической крови человека и EGF модулируют активность 
HER2-таргетных препаратов в ингибировании пролиферации HER2-положительных линий клеток 
BT474 и SK-BR-3. Проведено сравнение влияния образцов сыворотки крови пациентов с раком молоч-
ной железы (РМЖ) и здоровых доноров на действие трастузумаба. Предложенный метод позволяет 
рассчитать индекс взаимодействия препаратов (CI, Combination Index). Среднее значение CI, рассчитан-
ное для 17 образцов сыворотки здоровых доноров, составило 0.396, тогда как у 19 образцов сыворотки 
пациентов с РМЖ среднее значение CI оказалось равным 0.214. Эти результаты свидетельствуют о си-
нергическом взаимодействии трастузумаба с сывороткой крови в обеих группах. Обнаружены значимые 
различия в величинах CI между группами здоровых доноров и пациентов с РМЖ: образцы сыворотки 
крови пациентов усиливали действие трастузумаба в большей степени.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА таргетная терапия, HER2, рак молочной железы, сыворотка крови человека, трасту-
зумаб, лапатиниб.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ РМЖ – рак молочной железы; EGF – эпидермальный фактор роста; CI – индекс 
взаимодействия препаратов; CS – выживаемость клеток.
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ВВЕДЕНИЕ

Теоретические основы и математические подходы 
к описанию результатов экспериментов

1. Уравнение Хилла. Еще в XIX веке был сформу-
лирован закон действующих масс, который нашел 

широкое применение в энзимологии, фармакологии, 
токсикологии, эпидемиологии, социофизике и др. 
[1, 2]. Опираясь на этот закон в исследовании кисло-
родтранспортной функции крови, Г. Гюфнер (1890) 
предложил первое уравнение оксигенации гемогло-
бина [3]. В энзимологии Л. Михаэлис и М. Ментен 
(1913) сформулировали основное уравнение фер-



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 18 № 1 (68) 2026 | ACTA NATURAE | 47

ментативной кинетики [4], а в физике И. Ленгмюр 
(1916) представил аналогичное уравнение мономоле-
кулярной адсорбции [5]. Эти уравнения могут быть 
приведены к общему виду:

                           y
y

kx
1−

= ,� (1)

или иначе:

                             y x
k x

=
+−1

,� (2)

где k – константа равновесия реакции.
Следует заметить, что k−1 – константа, имеющая 

различные буквенные обозначения в соответствую-
щих уравнениях в разных областях исследований. 
k−1 – это такое значение аргумента x, при кото-
ром y принимает значение ½ (y = 1 − y, y = 0.5, 
при x = k−1).

Анализ кривых диссоциации оксигемоглобина по-
казал, что уравнение Г. Гюфнера не может удов-
летворительно описать данные эксперимента, тогда 
А. Хилл (1910) предложил эмпирическое уравнение 
вида [6]:

                       y
y

x
k

m

1 1−
= ⎛

⎝⎜
⎞
⎠⎟−

.� (3)

Это уравнение также можно переписать в виде:

                       m
y y
x k

=
− −( )

− −

log log
log log

1
1 .� (4)

Как следует из (1) и (2), уравнение Хилла свя-
зано с законом действующих масс, где показатель 
степени m формально указывает на порядок реак-
ции. Однако в описании экспериментальных данных 
этот параметр принимает нецелочисленные значе-
ния [6–8]. В дальнейшем такое несоответствие ста-
ли объяснять, вводя представление о коэффициенте 
кооперативности, который связывает число взаимо-
действующих субъединиц и степень их согласован-
ности при взаимодействии лигандов с макромолеку-
лой белка [9].

Важным достоинством уравнения Хилла мож-
но считать простоту вычисления его параметров 
из экспериментальных данных. Это позволило при-
менить данное уравнение к решению широкого кру-
га задач: от описания процесса оксигенации и фер-
ментативной кинетики (путем уточнения уравнения 
Михаэлиса–Ментен) к исследованиям зависимостей 
типа «доза–эффект» в фармакологии [10–13].

2. Уравнение медианного эффекта Чоу. Уравнение 
Хилла успешно применяется в фармакокинетике 
и фармакодинамике [14, 15]. Зависимость «доза–эф-
фект» хорошо описывается этим уравнением. В этом 

случае x – это концентрация или доза действую-
щего вещества D (препарата, субстрата, агониста, 
ингибитора, токсина, яда, лекарственного вещества 
и т.д.), k−1 – это полумаксимальная (медианная) эф-
фективная концентрация (EC50), полумаксимальная 
концентрация ингибирования (IC50) или эффектив-
ная (полуэффективная) доза (ED50) [16, 17].

В дальнейшем Чоу и Талалай систематизирова-
ли соотношения, несущие в своей основе закон дей-
ствующих масс (Гендерсона–Хассельбаха, Хилла, 
Михаэлиса–Ментен, Скэтчарда), получив унифи-
цированную форму записи соотношений, известную 
как уравнение медианного эффекта [18–20]. В этом 
уравнении x = D, k−1 обозначается как Dm (median 
effect dose) – доза (концентрация), вызывающая ме-
дианный эффект, y = fa (fraction affected) – доля 
(мишеней), затронутая воздействием препарата, 
1 − y = fu (fraction unaffected) – доля, не затрону-
тая воздействием препарата, а m – параметр, ха-
рактеризующий форму кривой «доза–эффект».

Уравнение Хилла (3) и (4) можно привести к виду 
уравнения медианного эффекта, представляя его 
через отношение fa к fu (5) и вычисляя D (6) и fa (7):
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и далее логарифмировать к равенству:

       log log log log logf
f

f f m D m Da
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⎠
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Следовательно:

                     m f f
D D

= −
−

log log
log log

a u

m

.� (9)

3. Аддитивная модель в анализе сочетанного дей-
ствия препаратов. Концепция исследования синер-
гического или антагонистического взаимодействия 
двух препаратов построена на идее сопоставления 
эффекта при их совместном действии f (x)1,2 и суммы 
эффектов этих препаратов, действующих по отдель-
ности f (x)1 и f (x)2, т.е. на аддитивной модели вида:

                    f x f x f x( ) = ( ) + ( )1 2 1 2, .� (10)

Уравнение (10) может быть представлено для ад-
дитивной модели в виде следующего отношения:
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Принимая во внимание, что химическая реакция 
имеет соответствующий порядок m (5) и (6), тогда:
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Отклонение от аддитивности при сочетанном воз-
действии химических агентов может быть оценено 
как относительно их концентрации (дозы), так и вы-
зываемого ими эффекта, что отражено в рекоменда-
циях так называемого «Саарисельского соглашения» 
[21]. В первом случае оценивается изменение степе-
ни выраженности эффекта (аддитивность эффектов, 
независимость Блисса) относительно аддитивной 
модели [22], а во втором – изменения дозы (адди-
тивность доз, аддитивность Лёве) [23]. Последний 
вариант более практичен в фармакологии и токси-
кологии, так как позволяет в случае обнаружения 
синергизма рассчитать коэффициент снижения кон-
центрации действующих веществ при сохранении 
исходного эффекта. Это особенно актуально по от-
ношению к фармпрепаратам, имеющим выраженное 
побочное действие.

Количественной мерой взаимодействия пре-
паратов является комбинационный индекс CI 
(Combination Index) [14]:

                    CI
D
D

D
D

= ( ) + ( )
1

1

2

2y y

,� (13)

где D1 и D2 – концентрации препаратов 1 и 2, ко-
торые используются совместно и при которых до-
стигается степень воздействия y = fa, (Dy)1 и (Dy)2 – 
концентрации каждого из препаратов 1 и 2, которые 
по отдельности приводят к той же степени воздей-
ствия y = fa.

Значение CI = 1 указывает на аддитивность, 
< 1 – на синергизм и > 1 – на антагонизм соответ-
ственно.

Значения величин (Dy)1, (Dy)2 для соответству-
ющего y = fa могут быть получены как непосред-
ственно из эксперимента, так и теоретически – ап-
проксимацией по уравнению (6), исходя из наборов 
экспериментальных данных «доза–эффект».

DRI1 = (Dy)1 ∕ D1, это Dose Reduction Index: индекс 
уменьшения дозы препарата 1 в присутствии пре-
парата 2, важная мера влияния препарата 2 на дей-
ствие препарата 1.

В этих терминах [14]:

                  CI
DRI DRI

= +1 1
1 2

.	 (14)

Эти основные принципы применили для исследо-
вания действия таргетного противоопухолевого пре-
парата на рост HER2-позитивных клеток, имеющих 
опухолевое происхождение, а также для оценки 
влияния факторов роста и сыворотки крови чело-
века на эффективность препарата. Мы исследовали 
это влияние на действие препарата на 17 образцах 
сыворотки здоровых доноров и 19 образцах сыво-
ротки пациентов с РМЖ и вычислили CI для каж-
дого образца. Эти измерения свидетельствуют 
о синергическом взаимодействии препарата с сыво-
роткой крови.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ
Клетки BT474 культивировали при 37°C и 5% 
CO2 в среде RPMI-1640 («ПанЭко», Россия) с 10–
15% FBS (Biosera, Франция) и 2 мM L-глутамина, 
4.5 г/л глюкозы, 1% пенициллин-стрептомици-
на и 10 нг/мл инсулина. Клетки SK-BR-3 культи-
вировали при 37°C и 5% CO2 в среде RPMI-1640 
(«ПанЭко») с добавлением 10% FBS (Biosera) и 2 мM 
L-глутамина, 4.5 г/л глюкозы, 1% пенициллин-стреп-
томицина. В экспериментах использовали: трастузу-
маб (Roche, Швейцария), лапатиниб (Sigma-Aldridge, 
США), EGF (SciStore, Россия).

В опыте по подсчету числа клеток SK-BR-3 в лун-
ку 24-луночного планшета (1.86 см2) вносили 500 мкл 
суспензии, содержащей 11000 клеток/мл, на при этом 
плотность клеток составляет 3000/см2 [24].

В опыте по определению клоногенности клеток 
BT474 клетки высевали в концентрации 800 кле-
ток/мл, по 2 мл на лунку 6-луночного планше-
та (9.026 см2), при этом плотность клеток равна 
174 клетки/см2 [25].

Препараты добавляли к клеткам через 16–24 ч 
после посева.

Планшеты с равным количеством высеянных кле-
ток инкубировали в течение 24 ч перед обработкой 
EGF HER2-таргетными препаратами или образцами 
сыворотки крови человека. После 21 дня инкуба-
ции образовывались колонии клеток BT474. Среду 
удаляли, клетки фиксировали 4% формальдегидом 
в течение 10 мин, окрашивали 0.5% кристалли-
ческим фиолетовым в 60% метаноле и 0.2 × PBS 
в течение 15 мин и промывали водой. Колонии, со-
держащие более 50 клеток, обнаруживали и под-
считывали с помощью программного обеспечения 
openCFU [26]. Выживаемость (CS) рассчитывали 
как отношение числа колоний в лунке, содержащей 
препарат, к числу колоний в лунке без препарата. 
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Все эксперименты проводили как минимум в трех 
независимых повторах.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В клинической практике противоопухолевые пре-
параты обычно используют не в виде монотерапии, 
а как комбинацию нескольких препаратов. Поэтому 
важно определить, будет ли заданная комбинация 
препаратов более эффективной, чем использование 
препаратов по отдельности. Это можно протестиро-
вать с использованием линий клеток, имеющих опу-
холевое происхождение.

Часть 1. Измерение взаимодействия двух 
препаратов при ингибировании пролиферации 
клеток 

План исследования. Для оценки взаимодействия 
двух препаратов сначала измеряют параметры дей-
ствия препаратов по отдельности, т.e. вычисляют 
параметры IC50 и m для каждого препарата, а далее 
измеряют влияние комбинации препаратов на ско-
рость роста клеток и вычисляют CI.

Таким образом, алгоритм для вычисления СI вы-
глядит следующим образом:

1.1. Необходимо оценить IC50 и m для каждого 
из препаратов. Для этого нужно:

1) Инкубировать клетки в присутствии препара-
та в двух или более концентрациях и без препарата 
в течение нескольких дней; подсчитать число кле-
ток (колоний); вычислить величину выживаемости:

CS = (число клеток после роста  
в присутствии препарата − bkg) ∕  

(число клеток после роста без препарата − bkg), 

где bkg – число клеток в момент добавления пре-
парата.

Так измеряют выживаемость клеток, CS, при кон-
центрации препарата D.

2) Рассчитать логарифм 1 ∕ CS − 1, а также лога-
рифм концентрации препарата (D).

3) Подставить величины в линеаризованное урав-
нение (8), откуда могут быть вычислены m и IC50:

          log log log1 1 50CS
m D m IC−⎛

⎝⎜
⎞
⎠⎟

= − ,� (15)

где IC50 − медианная концентрация препарата, 
при которой выживаемость клеток (или клоноген-
ность) составляет 50%, m – это коэффициент, от-
ражающий характер зависимости роста клеток 
от концентрации препарата.

Вычислить m по формуле:

          m
CS CS

D D
=

−( ) − −( )
−

log log
log log

1 1 1 12 1

2 1

,� (16)

где СS1, CS2 – значения выживаемости при концен-
трациях препарата D1, D2.

Вычислить IC50 по формуле:

                   IC D
CS m50 11 1

=
−( )

.� (17)

Примечание: формула (17) даст одинаковый ре-
зультат для IC50 при подстановке D1, CS1 и D2, CS2.

Для расчетов с большим числом концентраций 
препарата нами был создан файл Excel (см. до-
полнительные материалы Hill Drug Analyzer (Лист 
Chou-Talalay) (Приложение). Если измерений мало 
(2−4), то значения m и Dm можно вычислить также 
при помощи модели линейной регрессии (функция 
НАКЛОН) в том же файле Excel (Лист IC).

Зная параметры IC50 и m, можно рассчитать за-
висимость «доза−эффект»:

                  CS
D IC m=

+ ( )
1

1 50

.	 (18)

1.2. Оценить степень взаимодействия двух пре-
паратов.

Численной оценкой взаимодействия препаратов, 
определяющей, является ли их взаимное действие 
аддитивным, синергическим или антагонистическим, 
служит параметр CI.

Для вычисления CI необходимо:
1) Измерить выживаемость клеток в присутствии 

двух препаратов. В этом опыте контролем служит 
действие препаратов по отдельности. Пусть концен-
трация препарата А = D_Areal, концентрация пре-
парата В = D_Breal. Для этих условий следует изме-
рить выживаемость клеток CS, т.е. отношение числа 
клеток (колоний) к числу клеток (колоний), вырос-
ших без препарата.

2) После того как выживаемость (CS) клеток 
в присутствии двух препаратов (в концентрациях 
D_Areal и D_Breal) измерена, по формуле (18) следу-
ет вычислить, какой должна быть теоретическая 
концентрация препарата А, D_Atheor, чтобы выжива-
емость была равна этому же значению CS в присут-
ствии только одного препарата А.

              D
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Аналогично вычисляется D_Btheor:
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Расчет параметров IC50_A и IC50_B проводят так, 
как это описано в п. 1.1 по результатам контроля 
с использованием каждого из препаратов по отдель-
ности. Важно, чтобы IC50 измеряли именно в этом 
опыте, тогда как в качестве m_A и m_B можно так-
же использовать параметры, вычисленные в пред-
варительных опытах.

Для расчета степени взаимодействия (CI) оста-
ется подставить полученные величины в формулу:

                  CI
D
D

D
D

= +_A
_A

_B
_B

real

theor

real

theor

.� (21)

Здесь D_Areal и D_Breal – концентрации веществ A 
и B в комбинации.

Так как производить расчет вручную трудно, 
в дополнительных материалах мы создали файл 
Excel, в который достаточно вставить только кон-
центрации D_Areal и D_Breal препаратов и измерен-
ные значения CS.

Заметим, что если один из препаратов (А) слабо 
действует на выживаемость (тогда D_Atheor >> IC50А), 
то CI = IC50 (препарата добавленного в одиноч-
ку) ∕ IC50 (препарата, добавленного вместе с препа-
ратом А).

Это и  объясняет физический смысл CI – 
во сколько раз больше требуется препарата В, если 
ему «мешает» действие препарата А.

В результате имеем: если CI равно 1, то между 
препаратами аддитивное взаимодействие, т.е. они 
действуют независимо друг от друга. Если CI > 1, 
то между препаратами антагонистическое взаимо-
действие, т.е. они мешают друг другу. Если CI < 1, 
то между препаратами синергическое взаимодей-
ствие, т.е. они усиливают действие друг друга.

Часть 2. Взаимодействие лапатиниба и EGF 
при ингибировании пролиферации клеток 
SK-BR-3
Семейство рецепторов HER включает четыре бел-
ка: EGFR (рецептор эпидермального фактора ро-
ста), HER2, HER3 и HER4 [27]. Известно, что ко-
роткие (7–8 кДа) белки, факторы роста способны 
связываться с этими рецепторами и активировать 
их, вызывая пролиферацию клеток [28]. Самым рас-
пространенным является эпидермальный фактор 
роста, EGF.

Рак молочной железы (РМЖ) в 15–20% случа-
ев характеризуется сверхэкспрессией HER2 [29]. 
Для лечения РМЖ такого типа в качестве стандар-
та одобрено применение гуманизированного моно-
клонального антитела трастузумаб [30, 31]. В тера-
пии РМЖ применяют также лапатиниб, таргетный 
препарат, блокирующий активацию как HER2, 
так и EGFR.

Нами оценено действие препаратов трастузу-
маб и лапатиниб на скорость роста сверхэкспрес-
сирующих HER2 (HER2+) клеточных линий РМЖ. 
Использовали линии BT474 (происходит от протоко-
вой карциномы) и SK-BR-3 (происходит от плоско-
клеточного рака). Было измерено взаимодействие 
этих препаратов с EGF и с сывороткой крови че-
ловека.

Изучали влияние лиганда EGF или сыворот-
ки крови человека на таргетные препараты, по-
скольку ранее было показано, что они модулируют 
действие таргетных препаратов на клетки А431 
[32]. Отмечено также, что трастузумаб ингибирует 
пролиферацию HER2+ клеток SK-BR-3 и BT474 
как в отсутствие, так и в присутствии EGF, хотя 
количественные оценки параметров взаимодействия 
препаратов не проведены [33].

Сначала мы исследовали действие лапатиниба 
как единственного препарата. Перед добавлением 
препарата посчитали число клеток в контрольной 
лунке для определения фонового значения. К стан-
дартной среде добавили препарат и после шести 
дней инкубации провели подсчет клеток при не-
скольких концентрациях препарата. Время инку-
бации выбирали эмпирически. Оказалось, что ког-
да клетки SK-BR-3 инкубируют более шести дней, 
то контрольная лунка достигает конфлюентности 
и число клеток далее не увеличивается – и не мо-
жет служить контролем. При инкубации менее ше-
сти дней уменьшается соотношение между числом 
клеток и исходным числом клеток (в день добав-
ления препарата). Это снижение обусловлено тем, 
что многие препараты вызывают остановку роста 
клеток, не приводя к их немедленному отслоению 
и гибели, поэтому соотношение между измеренным 
числом клеток и числом клеток перед добавлением 
препарата растет с течением времени.

После подсчета клеток мы определили

CS = (число клеток после роста в присутствии 
препарата(ов) (сыворотки и т.д.) − bkg) ∕ 

(число клеток после роста без препарата − bkg).

Здесь bkg – число клеток в день добавления пре-
парата. Если CS < 0, то следует считать, что CS = 0, 
в этом случае препарат вызывает отслоение клеток 
от подложки.

На рис. 1 показана зависимость выживаемо-
сти клеток SK-BR-3 от концентрации лапатиниба, 
а также кривые роста, рассчитанные с помощью 
уравнения (18). Видно, что значение m отражает 
крутизну падения выживаемости с ростом концен-
трации. При m = 1 кривая «доза–эффект» описы-
вает реакцию первого порядка, при m < 1 кривая 
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спадает более плавно, а при m > 1 выживаемость 
более резко зависит от концентрации препарата.

Точка, где D = 0, CS = 1, не входит в график 
CS (D). Опыт при D = 0 нужен для нормирования 
(чтобы получить CS, исходя из измеренного числа 
клеток). Поэтому из графика в логарифмической 
шкале следует удалять точку (log(0), 1), чтобы из-
бежать разрыва.

Далее мы провели эксперименты, в которых 
клетки SK-BR-3 обрабатывали совместно EGF и ла-
патинибом и рассчитали параметры взаимодействия 
препаратов (рис. 2). В отсутствие EGF лапатиниб 
эффективно ингибирует рост клеток, что показа-
но на графике в точке со значением концентрации 
EGF, равной 0.

Часть 3. Влияние ошибок измерения 
скорости роста клеток на расчет параметров 
ингибирования IC50 и m
При подсчете числа клеток или колоний погреш-
ность измерения будет не меньше 1/√N , где N – 
число подсчитанных клеток. Например, для по-
грешности 10% следует учесть хотя бы 100 клеток. 
Погрешность вычисления IC50 не равна погрешности 
эксперимента.

Из уравнения (6) мы получили формулы для по-
грешности вычисления IC50 и m:

   
Δ( ) =

−( ) + −( )Δ( ) −( ) −( )
IC

Δ CS( )
CS m CS CS m CS CS D50 21 1 1 1 1 1 1log log_ _ DD_2( )( )

Δ ( ) =
−( ) + −( )Δ( ) −( ) −( )

IC
Δ CS( )

CS m CS CS m CS CS D50 21 1 1 1 1 1 1log log_ _ DD_2( )( )
.� (22)

Зависимость точности определения IC50 от CS по-
казана на рис. 3. Для m = 2 точность определения 
IC50 равна погрешности измерения CS при СS = 0.5.

При CS между 0.25 и 0.75 точность определе-
ния IC50 равна 10–20% при погрешности измере-
ния CS = 10%. При низких концентрациях препа-
рата, когда CS больше 0.75, точность измерения CS 
уже в 2 раза превосходит погрешность измерения. 
Поэтому измерение при таких низких концентра-
циях препарата бесполезны для определения IC50.

При высоких концентрациях препарата, когда 
CS меньше 0.25, погрешность измерения CS может 
стать высокой, поскольку она > 1/√N; клеток в кон-
троле должно быть достаточно много. Если CS мень-
ше 0.25, то 100 клеток при данном CS для погреш-
ности в 10% соответствует 400 клеткам в контроле.

Точность определения m обычно составляет ½ по-
грешности определения CS.

Рис. 1. Выживаемость (CS) клеток SK-BR-3, инкубиру-
емых с лапатинибом в возрастающих концентрациях 
(0–150 нМ). Зависимость числа клеток от концентра-
ции препарата рассчитывали по трем повторениям, 
нормированным по отношению к условиям без пре-
парата. Приведены средние значения (± стандартные 
отклонения). Также приведены три кривые роста 
клеток (CS) в зависимости от концентрации препарата 
при m = 1, m = 3 и m = 2.2, рассчитанные с помощью 
формулы (18). Последняя величина (m = 2.2), рассчи-
танная по формуле (16), точнее отражает зависимость 
роста клеток от концентрации препарата. Рассчитан-
ный IC

50
 = 28 нМ (формула (17))
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Рис. 2. Выживаемость (CS) клеток SK-BR-3 в присут-
ствии возрастающих концентраций EGF без лапатини-
ба (толстая черная линия) и в присутствии указанных 
концентраций лапатиниба (75, 98, 150 и 220 нМ, тонкие 
линии). Зависимость роста клеток от концентрации 
препарата рассчитывали по результатам трех неза-
висимых экспериментов, нормированным по отноше-
нию к условиям без препаратов. Приведены средние 
значения (± стандартные отклонения). Для EGF рас-
считанные параметры равны IC

50
 = 1.2 нМ, m = 0.6. 

Параметры получены с помощью скрипта 1 из допол-
нительных материалов согласно формулам (16) и (17). 
Параметр CI взаимодействия EGF и лапатиниба рас-
считаны посредством скрипта 2 из дополнительных ма-
териалов согласно формуле (21), значение CI = 26.6, 
что соответствует сильному антагонизму
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Рис. 3. Зависимость ошибки вычисления IC
50

 препарата 
от измеренного отношения числа клеток (колоний) 
в присутствии и в отсутствие препарата (CS). Ошибка 
измерения CS принята за 0.1
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Рис. 4. Выживаемость (CS) клеток BT474 в присут-
ствии трастузумаба в возрастающих концентрациях 
(0–110 нМ). Зависимость числа колоний от концен-
трации препарата рассчитывали по результатам трех 
независимых экспериментов, нормированным по отно-
шению к условиям без препарата. Показаны средние 
значения (± стандартные отклонения). Также приведе-
ны три кривые, отражающие рассчитанную с помощью 
формулы (18) зависимость роста клеток (CS) от кон-
центрации препарата при m = 0.5, m = 2 и m = 0.98. 
Последнюю величину m = 0.98 рассчитывали по фор-
муле (16). Видно, что эта кривая наиболее точно 
отражает зависимость роста клеток от концентрации 
препарата. Рассчитанный IC

50
 = 3.5 нМ (формула (17))

С
S

Трастузумаб, нМ
0	 3	 10	 30	 100

1

0.8

0.6

0.4

0.2

0

m = 0.98
m = 2
m = 0.5

Рис. 5. Влияние образцов сыворотки крови человека 
на рост клеток BT474. Панель А – клоногенность кле-
ток в среде, содержащей образцы сыворотки крови 
человека (обозначены как 1–7) в концентрации 1.28 
и 2.53 объемных %. Столбцы представляют среднюю 
клоногенность, полученную для каждого образца, нор-
мированную по контрольным условиям (добавлен 1.28 
и 2.53% FBS). Панель Б – параметр m, рассчитанный 
с помощью скрипта 1 из дополнительных материалов 
согласно уравнению (16), для каждого образца сыво-
ротки. Панель В – параметр IC

50
, рассчитанный с помо-

щью скрипта 1 из дополнительных материалов согласно 
уравнению (17). Ошибки вычисления параметров вызва-
ны отклонением экспериментальных данных от средних 
значений и показаны планками погрешностей
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титела трастузумаб на клоногенность клеток BT474. 
Сначала измеряли параметры действия трастузу-
маба на клоногенность в стандартной среде роста 
(рис. 4) и расcчитывали параметры IC50 и m. Из это-
го графика, построенного в полулогарифмической 
шкале, удалена точка (log(0), 1).

Далее измерили влияние образцов сыворотки 
крови человека на клоногенность клеток без тра-
стузумаба (рис. 5), для каждого образца сыворотки 
определяли также параметры IC50 и m.

Часть 4. Влияние сыворотки крови человека 
на действие трастузумаба на клоногенность 
клеток BT474
Мы изучали влияние сыворотки крови человека 
на действие HER2-таргетного моноклонального ан-
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Зная параметры IC50 и m образцов сыворотки 
крови человека и трастузумаба, мы можем опре-
делить, является ли воздействие сыворотки крови 
человека на ингибирование роста клеток трастузу-
мабом аддитивным, синергическим или антагонисти-
ческим. Ранее мы измерили влияние образцов сыво-
ротки крови как здоровых доноров, так и пациентов 
с РМЖ на действие трастузумаба на клетки BT474 
[34]. На основе этих данных с помощью скрипта 2 
из дополнительных материалов были рассчитаны 
согласно формуле (21) значения CI для каждого об-
разца (рис. 6).

Обнаружено, что 15 из 17 образцов здоровых до-
норов оказывают синергический эффект на дей-
ствие трастузумаба на клетки BT474 (CI < 0.65). Все 
19 образцов пациентов с РМЖ оказывали синерги-
ческий эффект на действие трастузумаба на клетки 
BT474 (CI < 0.55).

ВЫВОДЫ
Нами описан алгоритм количественного измерения 
взаимного влияния препаратов, а именно, вычисле-
ния индекса взаимодействия препаратов, CI, а так-
же предложены инструменты его вычисления.

Анализ экспериментальных данных посредством 
предложенного алгоритма показал, что лапатиниб 
ингибирует рост клеток SK-BR-3 с IC50 = 28 нМ, 

m = 2.2; EGF ингибирует рост клеток SK-BR-3 
с IC50 = 1.2 нМ, m = 0.6. Взаимодействие лапатини-
ба и EGF антагонистично, CI = 26.6, таким образом, 
присутствие EGF препятствует действию лапатини-
ба на рост раковых клеток.

Трастузумаб ингибирует рост клеток BT474 
с IC50 = 3.5 нМ, m = 0.98; образцы сыворотки крови 
человека ингибируют рост клеток BT474 с IC50 от 1 
до 6 об %, m от 0.1 до 5 в зависимости от образца.

Сыворотка крови человека усиливает ингиби-
рующее действие трастузумаба на клоногенность 
клеток BT474. Для 17 образцов сыворотки доноров 
среднее значение CI = 0.40, а для 19 образцов сы-
воротки крови пациентов РМЖ среднее CI = 0.21. 
То есть значение СI между группами различается 
в 1.9 раза. Обнаружены существенные вариации 
во влиянии как образцов сыворотки крови разных 
пациентов, так и среди здоровых доноров. 

Работа частично выполнена при финансовой 
поддержке Министерства науки и высшего 

образования РФ в рамках НИОКТР (Госзадания) 
124031500019-8.

Приложения доступны на сайте  
https://doi.org/10.32607/actanaturae.27649
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Рис. 6. Влияние об-
разцов сыворотки 
крови человека 
на действие тра-
стузумаба (3.83 
нМ) на рост клеток 
BT474. Значение CI 
рассчитано с по-
мощью (21) (см. 
скрипт 2 из допол-
нительных мате-
риалов). Колонки 
показывают значе-
ния CI для каждого 
образца сыво-
ротки здоровых 
доноров (панель А) 
и пациентов с РМЖ 
(панель Б). Ошиб-
ки вычисления па-
раметров вызваны 
отклонением экс-
периментальных 
данных от средних 
значений и по-
казаны планками 
погрешностей
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Рис. 4. Белковый состав метапротеома таежного клеща. +/– asc – аскомицеты, включали/выключали из анали-
за. Соотношение белок : трипсин = 1 : 40 (А, В); Б, Г – 1 : 100. А, Б – распределение полуколичественной оценки 
содержания белков в образцах по индексу NSAF. В, Г – количество обнаруженных масс-спектрометром пепти-
дов, на основании которых констатировали идентификацию белка. Д, Е – «скважность», то есть, насколько часто 
идентификация белка по одному и более пептидам повторялась в серии из технических повторов (из анализа 
исключали представителей класса Ascomycota, обозначено -asc)
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спектрометрической идентификации, выработанные 
в проекте «Протеом человека», предписывают на-
личие не менее двух пептидов [13]. Однако наи-
большее количество белков определено по одному 
пептиду; эти пептиды однозначно определяли по-
следовательности выявленных белков.

Повторяемость результатов в методических по-
вторах при разделении с помощью одномерно-
го гель-электрофореза и в технических репликах 
хромато-масс-спектрометрических измерений ото-
бражена на рис. 4Д,Е для соотношений белок : 
трипсин = 1 : 40 и 1 : 100 соответственно. Видно, 
что во всех девяти экспериментальных повторах 

как у самцов, так и у самок идентифицировано при-
мерно 500 белков. Оцененное число идентификаций 
у самцов и самок клещей при варьировании количе-
ства добавляемого гидролитического агента состав-
ляет >1800 белковых продуктов. Порядка четверти 
из них характеризуются высокой повторяемостью 
идентификации в эксперименте, включающем 9 × 
2 = 18 технических повторов. Информация о таких 
надежно идентифицированных белках представлена 
в табл. 2. 

В табл. 2 представлены белки, идентифициро-
ванные в девяти технических повторах (по три за-
пуска ВЭЖХ-МС для каждого из трех фрагментов 
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Таблица 2. Высокопредставленные бактериальные белки в составе метапротеомов самцов и самок таежного 
клеща* 

№ Белок Микроорганизм
Среднее NSAF**+SD Мол. 

масса, кДасамки самцы

1. ATP-синтаза,  
альфа-субъединица 

Saccharophagus degradans, Teredinibacter turnerae, 
Dichelobacter nodosus, Francisella tularensis, 

Pseudomonas putida и др.
0.22 ± 0.04 0.18 ± 0.05 ~55

2. ATP-синтаза,  
бета-субъединица

Phocaeicola vulgatus, Bacillus cytotoxicus, B. cereus, 
B. thuringiensis, B. anthracis и др. 0.21 ± 0.06 0.24 ± 0.04 ~52

3. Малатдегидрогеназа Glaesserella parasuis n/a 0.21 ± 0.05 ~55

4. Шаперон DnaK Thermosipho africanus, Bartonella henselae, 
Bartonella tribocorum, Azorhizobium caulinodans 0.18 ± 0.03 0.15 ± 0.05 ~65

5. Шаперон HtpG Buchnera aphidicola, Rickettsia felis, R. bellii, 
Rickettsia typhi 0.12 ± 0.04 0.12 ± 0.08 51–72

6. NADP-зависимая  
изоцитратдегидрогеназа Sphingobium yanoikuyae 0.07 ± 0.01 0.04 ± 0.01 ~45

7. Шаперон GroEL R. rickettsii, R. prowazekii, R. bellii, R. typhi n/a 0.08 ± 0.02 ~52

*Соотношение общего содержания белка и гидролитического фермента, трипсина – 1 : 100, взятых в миллимо-
лярных концентрациях. 
**NSAF – индекс, показывающий количество белкового аналита, определенное по результатам суммирования 
масс-спектрометрических сигналов в отсутствие меченного изотопом пептидного стандарта (Normalized Spectral 
Abundance Factor). n/a – нет данных, SD – отклонение от среднего значения индекса NSAF. 

геля) у самцов и у самок. В результате анализа ме-
тапротеома в каждом из девяти запусков прибора 
было идентифицировано семь белков «домашнего 
хозяйства». Ядро составили ферменты энергетиче-
ского метаболизма (ATP-синтаза, малатдегидрогена-
за, изоцитратдегидрогеназа) и стресс-индуцируемые 
шапероны (DnaK, HtpG, GroEL).

Интересно, что уровень синтеза малатдегидроге-
назы и шаперона GroEL был стабильно выше у са-
мок. Особенно заметной была роль ATP-синтазы, 
обнаруженной у 39 видов бактерий, субъединицы 
ATP-синтазы составляли более 60% воспроизво-
димых масс-спектрометрических идентификаций. 
Полуколичественная оценка (NSAF) подтверди-
ла представленность ATP-синтазы (NSAF > 0.20) 
при минимальных значениях для шаперона GroEL 
(NSAF = 0.08). Повышенная представленность ша-
перонов у самок может отражать адаптивную стра-
тегию микробиома для поддержания белкового 
гомеостаза и обеспечения выживаемости как ком-
менсальных, так и патогенных микроорганизмов 
в условиях физиологического стресса [14]. Для та-
ких патогенов, как Borrelia spp., особенно важно 
сохранять жизнеспособность при смене хозяина, 
то есть при переходе от клеща к теплокровному хо-
зяину.

На рис. 5 представлены результаты функци-
ональной классификации белков метапротеома 
микробиома самцов и самок клеща I. persulcatus. 
Кольцевые диаграммы отражают относительную 

представленность белков, участвующих в биологи-
ческих процессах (Gene Ontology : Biological Process, 
GO : BP) в метапротеомном профиле (рис. 5А – сам-
цы, рис. 5Б – самки). Проведенный анализ выявил 
существенные половые различия в функциональ-
ном профиле микробиома I. persulcatus. У самцов 
доминируют процессы клеточного деления (15.0%) 
и синтеза ATP (12.1%), что свидетельствует об ори-
ентации микробиоты на поддержание энергозависи-
мых функций и пролиферативную активность. У са-
мок преобладают белки, связанные с рефолдингом 
(22.9%) и клеточным делением (18.6%), что связано 
с усиленным контролем качества белков и проли-
феративной активностью. Наши данные согласуют-
ся с результатами [12], которые подчеркивают по-
вышенный уровень биосинтеза белков «домашнего 
хозяйства» в метапротеоме самок клещей другого 
вида – I. ricinus. 

На дендрограмме (рис. 5В) наблюдается функ-
циональная близость биологических процессов. 
В структуре дендрограммы кластеры, объединя-
ющие энергетический обмен и регуляторные ме-
ханизмы (гликолиз, одноуглеродный метаболизм, 
регуляция экспрессии генов), а также процессы под-
держания белкового гомеостаза (рефолдинг белков 
и трансляция). Отдельный кластер обобщает пути 
катаболизма и клеточное деление, сопряженные 
с циклом трикарбоновых кислот, что отражает, по-
видимому, координацию энергетического метаболиз-
ма и пролиферативных процессов. 
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Рис. 5. Распределение бел-
ков в метапротеоме микро-
биома голодных самцов (А) 
и самок (Б) клещей Ixodes 
persulcatus по категориям 
биологических процессов 
(Gene Ontology: Biological 
Process). В – кластеризация 
метаболических процес-
сов. Символом * отмечены 
группы белков, содержание 
которых значительно раз-
личается в метапротеомах 
микробиомов самцов и са-
мок
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ
С использованием метапротеомного подхода из-
учали метапротеом I. persulcatus – переносчика 
клещевого энцефалита и боррелиоза на терри-
тории Евразии. Анализ метапротеомов таежно-
го клеща I. persulcatus потребовал оптимизации 
методики подготовки проб, что выразилось в уве-
личении на 19% количества идентифицируемых 
белков при использовании комбинированного под-
хода с очисткой от детергента. Функционально 
охарактеризован протеомный состав микробиома 
клеща. Мы перешли от известных по метагеном-
ным данным таксономических списков к оценке 
биохимической активности микробного консор-
циума. В метапротеоме обнаружено повышенное 
содержание белков, ассоциированных с грибами 
класса Ascomycota, что особенно выражено у са-
мок. Выявленный профиль метапротеома, в кото-
ром преобладают белки грибов, отличается от дан-
ных, полученных ранее для других видов клещей 
(например, I. scapularis [8]). В метапротеоме на-
блюдали белки патогенных бактерий, риккетсий 

и боррелий. Всего идентифицировано 2100 микроб-
специфичных белков, что свидетельствует о вы-
соком разнообразии микробиоты кровососущих 
клещей.

Необходимо учитывать, что низкая глубина по-
крытия микробного протеома на фоне домини-
рующего пула белков клеща-хозяина характерна 
для подхода обзорной метапротеомики сложных об-
разцов. Неизбежна недооценка доли низкопредстав-
ленных, но, возможно, критически важных патоге-
нов. Для их детекции требуется предварительная 
сепарация микробных клеток с помощью микро-
флюидики в сочетании с целевыми протеомными 
подходами [15].

Таким образом, нами обозначены биохимиче-
ские процессы в микробиоте таежного клеща I. 
persulcatus (рис. 5). Полученные данные содержат 
как бактериальный, так и грибковые генные про-
дукты. Полученные данные о метапротеоме микро-
биоты клеща важны для формирования мульти
омиксного понимания процессов жизнедеятельности 
I. persulcatus. 
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РЕФЕРАТ Вирус гриппа вызывает сезонные эпидемии во всем мире. Вместе с тем, быстрая эволюция 
вируса делает применение сезонных вакцин недостаточно эффективным. Одним из подходов к реше-
нию проблемы профилактики гриппа может быть использование моноклональных антител, активных 
в отношении широкого спектра штаммов вируса гриппа. В представленной работе определяли вирус-
нейтрализующую активность моноклональных антител CR9114, MHAA4549A, MEDI8852, С585 и 1G01 
против вируса гриппа. С этой целью использовали рекомбинантные векторы на основе аденоассоции-
рованного вируса (rAAV), кодирующие эти антитела. rAAV-векторы экспрессировали в мышах in vivo 
и определяли вируснейтрализующую активность сывороток по отношению к штаммам H1N1 и H3N2 
вируса гриппа. Введение rAAV-С585, rAAV-MHAA4549A и rAAV-1G01 обеспечивало 100% защиту мышей, 
зараженных летальной дозой вируса гриппа H3N2. Эффективность rAAV-CR9114 и rAAV-MEDI8852 про-
тив данного штамма вируса гриппа оказалась ниже – 80 и 75% соответственно. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА rAAV, моноклональные антитела, CR9114, MHAA4549A, MEDI8852, С585, 1G01, грипп. 

ВВЕДЕНИЕ
Грипп остается серьезной проблемой глобального 
здравоохранения. Ежегодно в мире фиксируется 
3–5 млн тяжелых и до 650 000 смертельных слу-
чаев этого заболевания, из которых до 100 000 это 
дети младше 5 лет [1]. Вирус гриппа характеризует-
ся быстрой эволюцией, что снижает эффективность 
применения сезонных вакцин [2], поэтому сохраня-
ется острая потребность в разработке новых подхо-
дов к профилактике и лечению гриппа.

Одним из таких подходов является использова-
ние моноклональных антител, которые обладают ак-
тивностью в отношении широкого спектра штаммов 
вируса гриппа. Противовирусное действие антител 
обусловлено их способностью нейтрализовать ви-
русные частицы, а также такими эффекторными 

функциями, как антителозависимая цитотоксич-
ность и антителозависимая активация комплемен-
та (ADCC – antibody-dependent cellular cytotoxicity, 
CDC – complement-dependent cytotoxicity) [3, 4]. 
Пассивная иммунизация моноклональными анти-
телами рассматривается как перспективный спо-
соб лечения инфекционных заболеваний [5–7]. 
Использование моноклональных антител особенно 
актуально в тех случаях, когда необходимо макси-
мально быстро подавить развитие инфекционного 
процесса и предотвратить развитие осложнений. 
Пассивная иммунизация моноклональными анти-
телами хорошо зарекомендовала себя при тяже-
лом COVID-19 [8, 9]. В то же время результаты 
клинических исследований по оценке широко ней-
трализующих антител против вируса гриппа либо 
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не продемонстрировали различий между экспери-
ментальными и контрольными группами пациентов, 
либо такие различия имели минорный характер 
[10–12].

Вместе с тем моноклональные антитела про-
тив вируса гриппа могут оказаться эффективными 
при профилактическом использовании, если под-
держивать их присутствие в организме длительное 
время. Долговременную персистенцию желаемых 
антител может обеспечить их доставка с помощью 
векторов на основе рекомбинантного аденоассоци-
ированного вируса (rAAV), которые несут гены, ко-
дирующие антитела. На сегодняшний день разрабо-
таны rAAV, кодирующие моноклональные антитела 
против вируса Эбола [13, 14], ВИЧ-1 [15, 16], а также 
против вируса гриппа [17, 18]. 

Описано большое количество антител против ви-
руса гриппа (см. обзор [5]). Это позволяет создавать 
rAAV, кодирующие антитела, и отбирать наиболее 
перспективные варианты. Основываясь на данных 
о широте действия и эффективности, мы выбрали 
четыре антитела – CR9114, MHAA4549A, MEDI8852 
и С585, направленные на гемагглютинин (HA), 
и одно антитело – 1G01 – на нейраминидазу (NA) 
[19–23].

Антитела CR9114, MHAA4549A и MEDI8852 на-
целены на консервативную стволовую часть HA. 
Согласно [19], CR9114 связывается с HA вирусов 
гриппа групп 1 и 2, однако нейтрализует вирусы 
группы 2 существенно слабее. В отличие от CR9114, 
антитела MHAA4549A и MEDI8852 имеют более 
широкую активность в пределах обеих групп виру-
сов [20, 24]. 

Обычно антитела против головной части HA хо-
рошо нейтрализуют вирус, но при этом широта их 
действия ограничена вследствие высокой изменчи-
вости указанной области. Тем не менее, Qiu и соавт. 
[22] обнаружили антитело С585, нацеленное на го-
ловную часть HA, нейтрализующее широкий спектр 
вирусов, относящихся к серологической группе H3. 
Несмотря на то что активность С585 ограничена 
пределами подтипа H3, это антитело представля-
ет интерес, поскольку с высокой эффективностью 
связывается с HA и нейтрализует большое число 
штаммов H3N2, циркулировавших в период 1968–
2016 гг. [22]. 

Последнее из выбранных нами антител – 1G01, 
направлено на нейраминидазу вируса гриппа. В ра-
боте Stadlbauer и соавт. [23] показано, что это анти-
тело защищает от чрезвычайно широкого спектра 
штаммов вируса гриппа A и B, действуя против 
всех подтипов вируса (N1–N9, NB). 

Целью настоящей работы было изучение прин-
ципиальной возможности использования векторных 

препаратов на основе rAAV серотипа 9, кодирующих 
моноклональные антитела CR9114, MHAA4549A, 
MEDI8852, С585 и 1G01, для защиты от гриппа 
на модели летальной гриппозной инфекции у мы-
шей. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клонирование плазмидных векторов 
для получения rAAV
Аминокислотные последовательности анти-
тел CR9114, MHAA4549A, MEDI8852, С585, 1G01 
и СOV2-2196 (в качестве отрицательного контро-
ля) были конвертированы в нуклеотидные после-
довательности с оптимизацией кодонов для экс-
прессии в клетках человека (табл. S1) в программе 
SnapGene (GSL Biotech LLC, http://www.snapgene.
com/products/snapgene/). Затем для снижения по-
тенциальной иммуногенности трансгенов, вызыва-
емой взаимодействием Toll-подобного рецептора 
9 с CpG-динуклеотидами чужеродной ДНК, была 
проведена замена кодонов, пересекающихся с CpG, 
на синонимичные. Полученные нуклеотидные по-
следовательности клонировали в плазмидный век-
тор, структура которого описана в работе Shipulin 
и соавт. [25]

Получение rAAV 
rAAV серотипа 9 получали в клетках HEK293FT 
(Invitrogen, США). Клетки HEK293FT трансфи-
цировали векторной плазмидой совместно с плаз-
мидами pAAV-Helper и pAAV-RC-9 (Cell Biolabs, 
США). Векторные частицы очищали методом уль-
трацентрифугирования в градиенте иодиксанола. 
Титр rAAV9 определяли методом капельной циф-
ровой ПЦР. Детально процедура получения, очистки 
и определения количества rAAV описана в работе 
Shipulin и соавт. [25]. 

Иммуноферментный анализ (ИФА)
Концентрации IgG человека в сыворотках опреде-
ляли с помощью ИФА-набора Human IgG ELISA 
Antibody Pair Kit (STEMCELL, Канада) по прото-
колу производителя. Все анализируемые сыворот-
ки были предварительно инактивированы при 56°C 
в течение 30 мин. 

Вирусы гриппа 
Для оценки противовирусной активности векто-
ров, кодирующих антитела, использовали штам-
мы вируса гриппа A/Калифорния/04/2009 (H1N1) 
и A/Аичи/2/1968 (H3N2), полученные из ФГБНУ 
«Федеральный исследовательский центр фун-
даментальной и  трансляционной медицины». 
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Для  наработки, определения титра вирусов 
и оценки нейтрализующей активности антител ис-
пользовали клеточную культуру МDCK.STAT1 KO 
(CCL-34-VHG, ATCC, США). Клетки культивиро-
вали в полной среде DMEM (Gibco, США) c 10% 
FBS (Gibco). Инкубацию проводили при 37°С и 5% 
атм. CO2. Для наработки вирусов клетки культиви-
ровали до достижения монослоем 90% конфлюент-
ности, проводили замену полной среды на DMEM 
с 0.0002% трипсином («ПанЭко», Россия), после 
чего добавляли суспензию вируса (100 × TCID50). 
Клетки инкубировали в течение 4 сут до полного 
разрушения монослоя, после чего культуральную 
среду фильтровали через 0.45-мкм фильтр (TPP, 
Швейцария) и концентрировали в 100 раз с по-
мощью центрифужного концентратора Amicon 
Ultra-15, 100 кДа (Millipore, Германия). Аликвоты 
вирусного концентрата хранили при температуре 
–80°С.

ТЦД50 вирусов гриппа определяли стандартным 
методом, описанным ранее (вспомогательный про-
токол 4) [26]. Титр вирусов оценивали по визуально 
фиксируемому разрушению монослоя клеток (ЦПД). 
Значения титра вируса рассчитывали по методике 
Рида и Мюнча [27].

Экспериментальные животные
В работе использовали самок мышей С57BL/6 (воз-
раст 6 недель, масса тела от 16 до 18 г), получен-
ных из питомника «Столбовая», филиал ФГБУН 
«Научный центр биомедицинских технологий 
ФМБА».

Адаптация вируса гриппа А/Аичи/2/1968 
и определение МЛД50
Адпатацию вируса А/Аичи/2/1968 к заражению мы-
шей C57BL/6 проводили по описанной ранее мето-
дике (базовый протокол 2) [26]. Для определения 
МЛД50 вируса были сформированы пять групп 
животных по шесть особей в каждой, которых под-
вергли интраназальному заражению вирусом в раз-
ведениях 100, 10-1, 10-2, 10-3 и 10-5 (вспомогательный 
протокол 5) [26]. Через 17 дней оценивали количе-
ство выживших животных в каждой группе и про-
водили расчет МЛД50 по методике Рида и Мюнча 
[27].

Пассивная иммунизация и определение 
протективной активности AAV-конструкций
Для  исследования протективной активности 
AAV-конструкций in vivo были сформированы 
шесть экспериментальных групп по 10 мышей 
в каждой. Животные во всех группах получали 
внутримышечные инъекции соответствующих rAAV 

в дозе 2×1011 векторных геномов (в.г.) на мышь 
в объеме 100 мкл. Пять групп получили rAAV, ко-
дирующие антитела против вируса гриппа (группы 
1–5). Шестая группа получила rAAV, кодирующий 
антитело СOV2-2196 против SARS-CoV-2, и служи-
ла отрицательным контролем. Контрольная группа, 
численностью 22 особи, инъекций rAAV не получа-
ла. Через 90 дней после введения rAAV животных 
заражали адаптированным вирусом А/Аичи/2/68 
(H3N2) путем интраназального введения 30 мкл 
вирусной суспензии в количестве 5 МЛД50. Далее 
ежедневно в течение 14 дней подсчитывали число 
выживших животных в каждой группе и определя-
ли массу их тела. 

Реакция нейтрализации вируса гриппа
Реакцию нейтрализации проводили в соответствии 
с протоколом, описанным ранее (вспомогательный 
протокол 11) [26]. Делали последовательные дву-
кратные разведения сывороток (от 1/10 до 1/160) 
в полной среде DMEM в 96-луночном планшете. 
Полученные разведения смешивали с вирусами 
гриппа в дозах 25 или 8 TCID50 в конечном объ-
еме 100 мкл. Спустя 1 ч в каждую лунку добавляли 
2.5×104 клеток MDCK.STAT1 KO в объеме 100 мкл. 
Через 24 ч полную среду заменяли средой DMEM 
с 0.0002% трипсина. Cпустя 72 ч оценивали присут-
ствие ЦПД вируса гриппа в каждой эксперимен-
тальной точке. Расчет IC50 проводили по методике 
Рида и Мюнча [27]. 

Статистический анализ данных
Различие в выживаемости между эксперименталь-
ными группами оценивали по критерию Мантела–
Кокса (p-value < 0.05). Различия в титре антител 
IgG в крови мышей оценивали с использованием 
теста Краскела–Уоллиса с последующими множе-
ственными сравнениями между группами с помо-
щью теста Данна и поправкой на множественное 
сравнение по методу Бонферрони. P-value < 0.01 
считали статистически значимыми.

РЕЗУЛЬТАТЫ 

Оценка экспрессии антител in vivo
В исследовании использовали плазмидные векторы 
рAAV-CR9114, pAAV-MHAA4549A, pAAV-MEDI8852, 
pAAV-С585 и pAAV-1G01, обеспечивающие экс-
прессию антител в формате IgG1 под контро-
лем гибридного промотора CMV/EF1a. С помощью 
указанных плазмид в клетках HEK293FT были 
наработаны rAAV, которые затем вводили мы-
шам линии C57BL/6 в количестве 2×1011 в.г./мышь. 
На первом этапе изучали способность вновь полу-
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ченных AAV-векторов продуцировать антитела in 
vivo. Концентрацию антител человека в сыворотке 
мышей определяли через 2, 4, 6 и 8 недель после 
введения rAAV (рис. 1). Концентрации антител уве-
личивались с течением времени и достигали мак-
симальных значений на 6 неделю эксперимента. 
Медианы концентраций антител CR9114, MEDI8852, 
MHAA4549A и 1G01 через 8 недель составили 82, 
27, 60 и 61 мкг/мл соответственно. Медиана концен-
трации антитела С585 составила 12 мкг/мл, что су-
щественно ниже по сравнению с остальными анти-
телами.

Определение противовирусной активности 
сывороток иммунизированных мышей в реакции 
нейтрализации
После первичной оценки уровня экспрессии анти-
тел, которую обеспечивают AAV-векторы in vivo, 
был поставлен второй эксперимент, в котором 
количество мышей C57BL/6 в группе увеличили 
до 8–10. Каждое животное получило однократную 
инъекцию соответствующего AAV-вектора в коли-
честве 2 × 1011 в.г./мышь. Животные контрольной 
группы rAAV не получали. В качестве дополни-
тельного отрицательного контроля использовали 
мышей, которые получили rAAV, кодирующий ан-
титело СOV2-2196, специфичное к SARS-CoV-2 
[28]. 

Через 4 недели после введения rAAV сыворот-
ки животных каждой экспериментальной группы 
смешивали в равных объемах. Значения концен-
траций антител в полученных пулах оказались 
сходными с данными из первого эксперимента 
(табл. 1). Пулы сывороток исследовали в реакции 
нейтрализации вирусов A/Аичи/2/1968 (H3N2) и A/
Калифорния/04/2009 (H1N1). Нейтрализующие раз-
ведения для пулов и вычисленные значения IC50 
представлены в табл. 1. 

Рис. 1. Определение концентрации IgG человека 
в сыворотках мышей. Показаны индивидуальные зна-
чения для каждого животного (n = 6). Горизонтальной 
линией в боксе показана медиана, границами бокса 
показаны квартили Q1 (25%) и Q3 (75%), концы усов – 
минимальные и максимальные значения. Различия 
титра антител IgG в крови мышей оценивали с исполь-
зованием теста Краскела–Уоллиса с последующими 
множественными сравнениями между группами с по-
мощью теста Данна и поправкой на множественное 
сравнение по методу Бонферрони. Статистически зна-
чимые различия между титром антител C585 и титрами 
остальных антител в тех же временных точках показа-
ны звездочками: *p-value < 0.01, **p-value < 0.001, 
***p-value < 0.0001

Таблица 1. Нейтрализация вирусов A/Аичи/2/1968 (H3N2) и A/Калифорния/04/2009 (H1N1) пулами сыворо-
ток мышей (доза вирусов 25 TCID50)

Пул сывороток/
группа  

животных
Вектор Концентрация 

IgG, мкг/мл

A/Калифорния/04/2009 (H1N1) A/Аичи/2/1968 (H3N2)

Разведение IC50, мкг/мл Разведение IC50, мкг/мл

1 rAAV-CR9114 83.7 1:10 3.090 - -
2 rAAV-MEDI8852 39 1:20 1.379 1:10 1.379
3 rAAV-MHAA4549A 57.8 1:20 1.445 1:20 1.022
4 rAAV-C585 12.5 - - 1:40 0.110
5 rAAV-1G01 55.5 1:20 1.189 1:20 1.025
6 rAAV-2196  24.5 - - - -

Примечание. Указано максимальное разведение сыворотки, при котором обеспечивается защита, и значения 
IC50. Знаком «-» обозначено отсутствие нейтрализации.

Антитела, специфичные к стеблевому домену 
НА, нейтрализовали вирус A/Калифорния/04/2009 
(H1N1) с IC50 = 3.090; 1.379; 1.445 для антител 
CR9114, MEDI8852 и MHAA4549A соответственно. 
Антитело 1G01 против нейраминидазы в отноше-
нии A/Калифорния/04/2009 показало наибольшую 
нейтрализующую активность среди исследованных 
антител (IC50 = 1.189). Антитело C585, специфичное 
к НА вирусов гриппа подтипа Н3, ожидаемо не об-
ладало нейтрализующей активностью в отношении 
вируса подтипа H1.
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Это антитело оказалось наиболее эффективным 
против штамма A/Аичи/2/1968 (H3N2) (IC50 = 0.110 
для C585). Антитела MEDI8852, MHAA4549A и 1G01 
имели сходную, но на порядок меньшую, чем 
у С585, нейтрализующую активность против виру-
са Н3. Сыворотки животных, получивших CR9114, 
не нейтрализовали штамм A/Аичи/2/1968. Мы пред-
положили, что концентрация CR9114 в сыворотках 
мышей недостаточна для нейтрализации вируса 
в использованной дозе, равной 25 TCID50. Поэтому 
в случае CR9114, C585 и контрольного антитела 
2196 реакцию нейтрализации проводили с исполь-
зованием вируса в дозе 8 TCID50. В новых условиях 
CR9114 не обладало способностью нейтрализовать 
A/Аичи/2/1968 при низком разведении сыворотки 
(табл. 2).

Таким образом, введение мышам rAAV обеспечи-
вает продукцию антител in vivo, которые облада-
ют характерным для выбранных антител профилем 
нейтрализации вирусов. Далее мы определяли про-
тективность каждого из AAV-векторов против ви-
руса гриппа А/Аичи/2/1968 подтипа H3N2 в модели 
летальной инфекции мышей. 

Изучение защитной эффективности антител 
против вируса гриппа подтипа H3N2 
(А/Аичи/2/1968) на модели летальной гриппозной 
инфекции у мышей 
Защитные свойства тестируемых препаратов опре-
деляли через 3 месяца после введения rAAV. Гибель 
животных контрольной группы и мышей, получив-
ших rAAV-СOV2-2196, началась на 6 день после за-
ражения вирусом А/Аичи/2/1968 (H3N2). К 11 дню 
наблюдения в контрольной группе погибло 90.8% 
животных, в группе СOV2-2196 процент гибели мы-
шей составил 75% (рис. 2, табл. S2).

Статистически значимое (p-value < 0.05) увели-
чение выживаемости наблюдалось во всех группах, 
в которых животные были пассивно иммунизиро-
ваны rAAV, кодирующими антитела против вируса 
гриппа. В группах животных, иммунизированных 

pAAV-MHAA4549A, pAAV-С585 и pAAV-1G01, ги-
бель мышей не наблюдалась, а потеря массы тела, 
выявляемая в некоторых временных точках, была 
незначительной. В то же время в группах мышей 
с антителами CR9114 или MEDI8852 погибло 20 
и 30% животных соответственно. В этих же группах 
потеря массы тела у выживших мышей составила 
15 и 20% соответственно (рис. 3), что свидетельству-
ет о неполной защите. 

ОБСУЖДЕНИЕ
В последние годы активно исследуется возмож-
ность использования широко нейтрализующих ан-
тител для лечения и профилактики гриппа [5, 29]. 
Поскольку вирус гриппа характеризуется большим 

Таблица 2. Нейтрализация вирусов A/Аичи/2/1968 (H3N2) и A/Калифорния/04/2009 (H1N1) пулами сыворо-
ток мышей (доза вирусов 8 TCID50)

Пул сывороток/
группа  

животных
Вектор Концентрация 

IgG, мкг/мл
A/Калифорния/04/2009 (H1N1) A/Аичи/2/1968 (H3N2)

Разведение IC50, мкг/мл Разведение IC50, мкг/мл
1 rAAV-CR9114 83.7 1:40 0.892 1:10 3.566
4 rAAV-C585 12.5 - - 1:160 0.029
6 rAAV-2196  24.5 - - - -

Примечание. Доза вирусов 8 TCID50. Указано максимальное разведение сыворотки, при котором обеспечивает-
ся защита, и значения IC50. Знаком «-» обозначено отсутствие нейтрализации.

Рис. 2. Выживаемость животных, пассивно иммунизи-
рованных препаратами rAAV, на модели гриппозной 
пневмонии мышей. Инфицирование проводили виру-
сом гриппа A/Аичи/2/1968 (H3N2). Статистически 
значимое различие (p < 0.05 по критерию Mantel–
Cox) было между контролем и каждой из групп, полу-
чившими rAAV, кодирующие антитела против вируса 
гриппа 
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что при слабой нейтрализующей активности против 
вируса H3N2 и даже при полном отсутствии ней-
трализации вирусов гриппа B это антитело защи-
щало мышей от гибели после заражения данными 
вирусами, хотя и наблюдалась потеря 10% массы 
тела. Показано, что в случае слабой нейтрализации 
защитное действие антитела CR9114 может осу-
ществляться с использованием Fc-опосредованных 
механизмов [32]. 

Не всегда можно четко выделить роль нейтра-
лизующей активности и Fc-эффектов в проявлении 
защитных свойств антител. Так, сыворотки мышей, 
получивших rAAV MHAA4549A и rAAV MEDI8852, 
продемонстрировали сходную эффективность 
в реакции нейтрализации против A/Аичи/2/1968 
(H3N2), но только вектор rAAV-MHAA4549A обе-
спечивал 100% защиту мышей без потери массы 
тела. Это различие может быть связано как с раз-
ным уровнем экспрессии этих антител у мышей, 
так и с возможными различиями в эффективности 
Fc-зависимых эффекторных функций этих антител 
(ADCC, ADCP) [21, 33].

Особое место среди всех использованных в рабо-
те векторов занимает rAAV-1G01, кодирующий ан-
титело против нейраминидазы, поскольку это анти-
тело активно против всех подтипов вируса гриппа 
(N1–N9, NB) [23]. Кроме того, антитело 1G01 явля-
ется нейтрализующим, это его исключительная осо-
бенность среди анти-NA-антител, действие которых, 
как правило, реализуется только через подавление 
ферментативной активности NA. Нейтрализующие 
свойства сывороток мышей, пассивно иммунизи-
рованных rAAV-1G01, в отношении вирусов грип-
па A/Калифорния/04/2009 (H1N1) и A/Аичи/2/1968 
(H3N2), а также их способность защищать мышей 
от штамма H3N2 in vivo подтверждены в наших 
экспериментах. 

Таким образом, все изученные нами векторы 
показали способность статистически значимо за-
щищать мышей от вируса гриппа подтипа H3N2 
и могут использоваться для дальнейшей разработ-
ки концепции пассивной иммунизации, основанной 
на rAAV. Для этого на следующем этапе необходимо 
исследовать их защитную эффективность на рас-
ширенной панели вирусов гриппа. При необходимо-
сти для увеличения широты и эффективности дей-
ствия препарата в дальнейшем можно одновременно 
использовать комбинацию одиночных векторов. 
Так, к примеру, антитело CR9114, преимущественно 
действующее против H1, можно объединить с H3-
специфичным антителом С585. 

Отдельно следует обозначить проблему суще-
ствования побочных эффектов, которые часто раз-
виваются в ответ на введение rAAV-частиц, обла-

разнообразием, то для профилактического приме-
нения следует выбирать антитела, действующие 
против максимально широкого спектра штаммов 
вируса гриппа. В настоящей работе нами впервые 
проведено одновременное сравнение эффективности 
rAAV-векторов, сконструированных для экспрессии 
пяти ранее охарактеризованных антител против 
вируса гриппа. Оценку нейтрализующей актив-
ности антител проводили на двух штаммах виру-
са – A/Калифорния/04/2009 (H1N1) и A/Аичи/2/1968 
(H3N2), принадлежащих к наиболее удаленным друг 
от друга подгруппам серологической группы А – 1 
и 2 [30]. 

rAAV-опосредованная экспрессия антител 
MHAA4549A и MEDI8852 к стеблевому домену HA 
обеспечила нейтрализующую активность сыворо-
ток мышей в отношении штаммов H1N1 и H3N2, 
что согласуется с результатами, полученными ранее 
[20, 21]. Вектор rAAV-CR9114 определял выработ-
ку антител в сыворотке, которые в эксперименте 
с дозой вируса 25 TCID50 нейтрализовали только 
вирус штамма H1 (табл. 1). При снижении дозы 
вируса до 8 TCID50 сыворотки мышей, получив-
ших rAAV-CR9114, нейтрализовали как штамм H1, 
так и H3. Полученные данные согласуются с ранее 
обнаруженным фактом, что CR9114 значительно 
лучше работает против вирусов А группы 1, чем 
группы 2 [31]. Несмотря на слабую нейтрализую-
щую активность сывороток с CR9114 в отношении 
A/Аичи/2/1968 (H3N2), вектор rAAV-CR9114 обе-
спечивал защиту 80% летально инфицированных 
мышей от гибели. Схожая закономерность описана 
для антитела CR9114 Dreyfus и соавт. [19]. Показано, 

Рис. 3. Изменение веса животных, пассивно иммунизи-
рованных rAAV, после инфицирования вирусом гриппа 
А/Аичи/2/1968 (H3N2). Показаны средние значения 
± S.D. Пунктирными линиями показано изменение 
веса в соответствующей группе без высчитывания S.D. 
(количество мышей в группе к этому моменту было 
меньше 3)
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дающих иммуногенными свойствами [34]. Описаны 
негативные эффекты, наблюдаемые, как правило, 
при терапии наследственных патологий, требующих 
системного введения rAAV [35]. Для профилактики 
гриппа весьма привлекательной выглядит концеп-
ция интраназального введения rAAV [17], которое 
обеспечит преимущественно локальную экспрессию 
антител непосредственно в очаге развития инфек-
ции. Такой подход может оказаться более безопас-
ным по сравнению с системным введением вектора 

и в перспективе позволит создать эффективный 
профилактический препарат длительного действия, 
актуальный для пациентов с ослабленным иммуни-
тетом и других уязвимых групп населения. 

Работа выполнена в рамках государственного 
задания ФМБА. 

Приложения доступны на сайте  
https://doi.org/10.32607/actanaturae.27774
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стибулярной системы может привести к сенсорным 
расстройствам, включая проблемы с равновесием, 
головокружение и помутнение зрения [1].

Латеральное вестибулярное ядро (ЛВЯ), назы-
ваемое также ядром Дейтерса, представляет собой 
одно из четырех основных вестибулярных ядер, рас-
положенных в продолговатом мозге и мосту. Ядро 
Дейтерса играет ключевую роль в поддержании 
позы и равновесия, получая информацию от вестибу-
лярного аппарата, мозжечка, спинного мозга и рети-
кулярной формации [2–5]. Эфферентные связи ЛВЯ 
включают латеральный вестибулоспинальный тракт, 
который является наиболее важным путем, а также 
связи с мозжечком (обеспечивающим обратную связь 
для координации движений), глазодвигательными 
ядрами, таламусом и неокортексом. Функционально 
ЛВЯ выступает в качестве главного источника вести-
булоспинальных влияний, способствующих поддер-

ВВЕДЕНИЕ
Вестибулярная система состоит из перифериче-
ской и центральной частей. Периферическая вести-
булярная система, расположенная во внутреннем 
ухе, включает три полукружных канала, кото-
рые определяют вращение головы, и вестибуляр-
ные мешочки, которые воспринимают гравитацию 
и линейное ускорение. Информация от перифе-
рической части передается в мозг по вестибуляр-
ному нерву. Центральная вестибулярная систе-
ма, в основном расположенная в стволе головного 
мозга и мозжечке, обрабатывает эту информацию 
и взаимодействует с глазодвигательным ядром, 
обеспечивая стабильность зрения при движениях 
головы. Вся вестибулярная система помогает под-
держивать равновесие и стабилизировать зрение, 
отслеживая движения головы и тела и их про-
странственную ориентацию. Нарушение работы ве-

РЕФЕРАТ Мышей BALB/C подвергали вестибулярной нагрузке в течение 8 ч – вращению в индивиду-
альных контейнерах со скоростью 80 об/мин. После такой нагрузки наблюдали снижение горизонталь-
ной и вертикальной активности животных, которая через 5 сут возвращалась к контрольному уровню. 
Иммуногистохимическое изучение микроглии и астроцитов в латеральных вестибулярных ядрах (ЛВЯ) 
выявило повышенный уровень белков-маркеров астроцитов (GFAP) и микроглии (Iba1) через 1 ч и че-
рез 5 сут после стимуляции. Эти изменения свидетельствуют о постепенном развитии нейровоспаления 
в ЛВЯ, которое продолжалось не менее 5 сут. Микроглия, имевшая у контрольных животных развет-
вленную форму, приобретала амебоидную реактивную форму после вестибулярной нагрузки. При этом 
экспрессия генов белков GFAP и Aif1 оставалась на уровне контроля через 1 ч после стимуляции и сни-
жалась через 5 сут. Предполагается, что такое снижение способствует разрешению нейровоспаления, 
препятствуя тем самым его переходу в хроническую фазу. Известно, что нейровоспаление в острой фазе 
выполняет защитную роль и оно необходимо для пластических перестроек нейрональных и глиальных 
сетей, а переход в хроническую фазу приводит к повреждению нейронов. Результаты настоящей ра-
боты позволяют определить период, когда целесообразно применить противовоспалительную терапию 
для снижения нейрональных повреждений. Разработанная нами модель вестибулярной стимуляции 
позволяет изучать пластические перестройки в структурах вестибулярной системы мозга при интен-
сивной сенсорной нагрузке. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА вестибулярная стимуляция, латеральные вестибулярные ядра, нейроны Дейтерса, 
микроглия, астроциты, экспрессия генов GFAP, Aif1.
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жанию позы, координации движений при изменении 
положения тела и стабилизации глазодвигательных 
реакций во время движений головы. Таким образом, 
ЛВЯ интегрирует вестибулярные, проприоцептивные 
и мозжечковые сигналы, обеспечивая устойчивость 
и координацию движений [2]. При повреждении ЛВЯ 
возможны атаксия (нарушения равновесия), сниже-
ние тонуса разгибателей, нистагм (непроизвольные 
движения глаз). Нарушения вестибулярной системы 
нередко возникают при инсультах, нейродегенера-
тивных процессах, опухолях или интоксикациях. 
Эксперименты на животных указывают, что вестибу-
лярная система подвергается структурным и функ-
циональным изменениям при лабиринтэктомии (как 
модель острой нейродегенерации), спиномозжечко-
вых атаксиях (дегенерация нейронов), рассеянном 
склерозе (демиелинизация аксонов) [6–8]. 

Нейровоспаление – это одно из явлений, наблю-
даемых при многих повреждениях мозга, напри-
мер, при одностороннем поражении вестибулярного 
аппарата. Причем отмечено, что нейровоспаление 
способствует функциональному восстановлению 
нервной ткани [9]. Реактивная микроглия, основ-
ной участник нейровоспаления, может выполнять 
важную функцию в вестибулярном ядре, защищая 
пораженную область от повреждения. Показано, 
что экспрессия маркера воспаления – фактора 
некроза опухоли альфа (TNF-α), а также марке-
ров нейропротекции – ядерного фактора каппа 
B (NF-κB) и марганцевой супероксид-дисмутазы 
(MnSOD) – повышалась в острой фазе воспаления 
в вестибулярных ядрах после односторонней ве-
стибулярной деафферентации [10]. При активации 
микроглиальные клетки привлекаются в области 
инфекции или травмы ЦНС, подвергаясь феноти-
пическим изменениям и высвобождая несколько 
провоспалительных медиаторов, которые помога-
ют удалять клеточный дебрис и мертвые клетки. 
Активация микроглии наблюдается при болезнях 
Паркинсона и Альцгеймера, рассеянном склерозе 
и других нейродегенеративных заболеваниях [11].

В целом микроглия обеспечивает гомеостаз моз-
га – удаляет поврежденные клетки при воспале-
нии, участвует в метаболизме нейротрансмиттеров 
и поддержании равновесия внеклеточных ионов. 
Универсальным маркером микроглии является Iba1 
(Ionized Calcium-Binding Adapter Molecule 1), пред-
ставляющий собой кальцийсвязывающий белок 
массой 17 кДа, кодируемый геном AIF1 (Allograft 
Inflammatory Factor 1) [12]. Этот белок играет реша-
ющую роль в реорганизации цитоскелета, иммун-
ных реакциях, его уровень повышается при нейро-
воспалении (например, при болезни Альцгеймера 
и рассеянном склерозе) [12, 13].

Существенную роль в поддержании гомеоста-
за мозга играют также глиальные клетки другого 
типа – астроциты, которые обеспечивают нейроны 
метаболитами и факторами роста, поддерживают 
формирование синапсов, регулируют внеклеточную 
концентрацию ионов и нейромедиаторов. Астроциты 
играют важную роль в нейровоспалении, оказывая 
как защитный, так и разрушительный эффект. Они 
участвуют в патогенезе нейродегенеративных за-
болеваний, таких как болезнь Альцгеймера и боко-
вой амиотрофический склероз [14, 15]. Астроциты 
являются одними из первых клеток (если не пер-
выми), реагирующими на  повреждение ЦНС. 
Морфологические преобразования реактивных 
астроцитов включают увеличение клеточных тел 
и отростков [16]. Маркером повреждения глиаль-
ных клеток выступает GFAP (glial fibrillary acidic 
protein), ключевой белок астроцитов, выполняющий 
в основном структурную роль [17, 18]. 

В настоящей работе изучали динамику состояний 
астроцитов и микроглии в вестибулярных ядрах 
Дейтерса после повышенной вестибулярной нагруз-
ки. Полученные результаты могут способствовать 
определению условий для применения терапевти-
ческих средств после повреждения вестибулярных 
ядер. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Животные
В экспериментах использовали взрослых белых мы-
шей-самцов BALB/C в возрасте 19–20 недель весом 
30 г, которых содержали в стандартных условиях 
вивария с достаточным количеством пищи и воды. 
Все эксперименты были одобрены Комитетом 
по этике экспериментов, проводимых на животных, 
комиссией по биологической безопасности и биоэти-
ке ИТЭБ РАН (Протокол № 8 /2024 от 18.03.2024 г.) 
и выполнены с соблюдением Директивы 2010/63/EU 
Европейского парламента и Совета ЕС о защите 
животных, используемых в научных целях. 

Вестибулярная стимуляция
После получения из вивария животных в тече-
ние 3 дней приучали к рукам экспериментатора. 
Затем животных поделили на три группы: группа 
К (контрольная) и экспериментальные группы С0, 
С5 (в каждой группе 12 мышей, n = 12). Каждое 
животное экспериментальных групп помещали 
в контейнер (7 × 12 см) и подвергали вестибулярной 
стимуляции (вращению в вертикальной плоскости 
со скоростью 80 об/мин в течение 8 ч). Контрольные 
животные находились в течение 8 ч без стимуляции 
в таких же контейнерах рядом с установкой.
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Поведенческие тесты
Непосредственно после стимуляции были проведе-
ны поведенческие тесты в открытом поле. Каждую 
мышь помещали на открытую площадку разме-
ром 50 × 30 см, разделенную на квадраты размером 
10 × 10 см. В течение 10 мин регистрировали количе-
ство стоек (вертикальная активность) и пересечение 
квадратов (горизонтальная локомоторная активность). 

ОТ-ПЦР в реальном времени
После поведенческих тестов (через 1 ч после окон-
чания вестибулярной стимуляции) по 8 животных 
из групп К и С0, и из Гр.С5 через 5 сут декапити-
ровали методом цервикальной дислокации, из мозга 
выделяли область, содержащую вестибулярные ядра. 
Полученные образцы гомогенизировали в денатури-
рующем буфере, содержащем гуанидинизотиоцианат 
(Sigma, США). Тотальную РНК экстрагировали из го-
могенатов тканей мозга методом фенол-хлороформ-
ной экстракции. Очистку РНК проводили с исполь-
зованием набора DNaseI (RNase-free, New England 
Biolabs, США) в соответствии с протоколом произво-
дителя. Концентрацию выделенной РНК определяли 
спектрофотометрически, а качество образцов оцени-
вали методом электрофореза в 1% агарозном геле. 
Реакцию обратной транскрипции выполняли согласно 
стандартному протоколу, предоставленному произво-
дителем обратной транскриптазы (Fermentas, США). 
Количественную ПЦР в реальном времени проводи-
ли на амплификаторе «ДТ-322» («ДНК-Технология», 
Россия) с использованием интеркалирующего краси-
теля SYBR Green (Invitrogen, США) и гена β-актина 
в качестве референсного. Количественную оценку 
уровня мРНК в вестибулярных ядрах мышей про-
водили на основе определения порогового цикла (Ct), 
регистрируемого амплификатором, с последующим 
расчетом по методу 2^(-ΔΔCt). Качество и молекуляр-
ную массу ПЦР-продуктов подтверждали с помощью 
электрофореза в 3% агарозном геле. Амплификацию 
осуществляли с использованием ген-специфических 
праймеров для белков-маркеров глиальных кле-

ток: GFAP – для астроглии, AIF1 – для микроглии 
(табл. 1)

Иммуногистохимия 
По 4 животных из групп К и С0, и из Гр.С5 че-
рез 5 сут были анестезированы смесью ксилазина 
и золетила (тилетамин-золазепам) в дозе 50 мг/кг 
и транскардиально перфузированы холодным фос-
фатно-солевым буфером (PBS), а затем 4% пара-
формальдегидом (PFA). Мозг извлекали и помещали 
в параформальдегид на 24 ч. Плавающие фиксиро-
ванные срезы мозга толщиной 50 мкм были при-
готовлены с помощью вибратома (VIBRATOME 100; 
IMEB). Затем срезы окрашивали первичными анти-
телами к маркеру микроглии Iba1, маркеру астроци-
тов GFAP и к маркеру нейрональных ядер (NeuN) 
в соотношении 1 : 1000 для каждого антитела. В ка-
честве вторичных антител к Iba1 использовали Goat 
Anti-Rabbit (Alexa Fluor 594) a11007, к GFAP – Goat 
Anti-Chicken (Alexa Fluor® 647) ab150171, к NeuN – 
Goat Anti-Guinea pig (Alexa Fluor® 405) ab175678 
в соотношении 1 : 500 для каждого антитела. 

Образцы помещали под  покровные стекла 
в ProLong Glass Antifade Mountant (Invitrogen, 
США). 

Количественная оценка гистологических 
изменений
Микроскопию выполняли на конфокальном микро-
скопе TCS SP5 (Leica, Германия) с использованием 
масляного иммерсионного объектива 40× (число-
вая апертура 1.25) для получения Z-стеков (8–18 
оптических срезов с шагом 3 мкм). Все изображе-
ния регистрировали при одинаковых параметрах 
съемки в формате 16-битных изображений разме-
ром 1024 × 1024 пикселя. Для последующей обра-
ботки изображений использовали программное обе-
спечение Fiji ImageJ v.1.54p (https://doi.org/10.1038/
nmeth.2019). Для создания проекций максимальной 
интенсивности использовали плагин Extended Depth 
of Field (https://bigwww.epfl.ch/demo/edf/). 

Анализировали только области, содержащие ней-
роны Дейтерса. На каждом изображении выбирали 
участки 200 × 200 мкм и анализировали не менее 25 
таких областей в каждой группе. Для эффективного 
отделения GFAP- и Iba1-положительных областей 
от фонового окрашивания использовали функцию 
«threshold». Область изображения с интенсивностью 
флуоресценции выше порогового значения рассчи-
тывали в процентах с использованием встроенной 
функции «measure». Данные представлены в виде 
среднего значения ± стандартное отклонение. 
Статистический анализ выполняли с использовани-
ем двухвыборочного t-критерия Стьюдента.

Таблица 1. Нуклеотидная последовательность исполь-
зованных в работе праймеров 

Ген Праймеры, нуклеотидная  
последовательность

Длина  
продукта, 

п.н.

Actb
F CTTCTTGGGTATGGAATCCTG

190
R CTTGATCTTCATGGTGCTAGG

AIF1
F TGGAGGGGATCAACAAGCAAT

71
R AAGTTTGGACGGCAGATCCTC

GFAP
F TGGTATCGGTCTAAGTTTGCAG

88
R GTCGTTAGCTTCGTGCTTGG



ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

 ТОМ 18 № 1 (68) 2026 | ACTA NATURAE | 75

Статистический анализ
Статистический анализ проводили с помощью про-
граммного обеспечения GraphPad Prism (версия 8.0.2. 
263). При оценке поведения мышей использовали не-
параметрический тест Манна–Уитни. Статистическая 
значимость была установлена на уровне p ≤ 0.05. 
Данные представлены как среднее значение ± SEM. 
Для иммуногистохимических данных и ОТ-ПЦР-
распределение выборок было проверено на нормаль-
ность с помощью теста Шапиро–Уилка. Значимость 
отличий между группами проверяли с помощью 
однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) 
с последующим тестом множественных сравнений 
Тьюки или тестом Краскела–Уоллиса с последую-
щим тестом множественных сравнений Данна в слу-
чае отклонения распределения от нормального.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Поведение
В период вестибулярной стимуляции животные ис-
пытывали значительный стресс и после извлечения 
из контейнеров проявляли признаки физического 
утомления, вызванного длительной, непривычной 
для них обстановкой. Проведение теста «откры-
тое поле» выявило значительное снижение двига-
тельной активности через 1 ч после вестибулярной 
стимуляции: число пересечений квадратов умень-
шилось почти в 2 раза, а число вертикальных сто-
ек в несколько раз. Через 5 сут после стимуляции 
как горизонтальная, так и вертикальная активность 
не отличались от контрольных значений (табл. 2).

Снижение двигательной активности животных, 
вполне ожидаемое непосредственно после вестибу-
лярной нагрузки, нормализовалось через несколько 
дней, что показали тесты, проведенные через 5 сут. 
Повышенный груминг, который наблюдался в этот 
период, можно объяснить реакцией настороженно-
сти при контакте с экспериментатором вследствие 
памяти о воздействии, вызвавшем стресс. Известно, 

Таблица 2. Поведение животных в «открытом поле» 
после вестибулярной стимуляции 

Группа 
животных

Пересечение 
ячеек 
в поле

Количество 
стоек

Общая 
длительность 

груминга
Контроль (К) 

(n = 12) 146.3 ± 3.7 44.4 ± 2.4 60.8 ± 5.0

С0
(n = 12)

76.1 ± 7.6* 
(р < 0.0001)

0.6 ± 0.3* 
(р < 0.0001)

356.6 ± 15.7*
(р < 0.0001)

С5
(n = 12)

142.4 ± 15.0# 
(р = 0.0031)

38.4 ± 4.8#

(р < 0.0001)

131.5 ± 22.2*,#

(р = 0.0014, 
р < 0.0001)

* – относительно группы К;
 # – относительно группы С0. 

что мыши линии BALB/C отличаются высоким 
уровнем тревожности, они очень эмоциональны 
и ранимы, с трудом переносят любой стресс [19, 20].

Изменения в поведении животных после вестибу-
лярной стимуляции, такие как снижение двигатель-
ной активности и повышенный груминг, могут быть 
связаны не только с острым стрессом, но и с дол-
говременными изменениями в ЛВЯ. Для проверки 
этой гипотезы мы провели иммуногистохимический 
анализ, с помощью которого оценили состояние ми-
кроглии и астроцитов – ключевых клеток, участву-
ющих в нейровоспалительном ответе.

Иммуногистохимия
Результаты иммуногистохимического окрашивания 
показали, что после длительной стимуляции в лате-
ральном вестибулярном ядре у животных контроль-
ной группы микроглиальные клетки были равномер-
но распределены, имели хорошо выраженное тело 
с разветвленными отростками (рис. 1А). После по-
вышенной нагрузки у животных группы С0 морфо-
логия микроглии изменилась: их тела имели либо 
округлую шаровидную форму с редуцированными 
отростками, или палочковидную форму (рис. 1Г). 
Подобные морфологические изменения способству-
ют увеличению подвижности и отражают активиро-
ванное состояние микроглии [21, 22]. 

Отметим, что палочковидная микроглия обыч-
но обнаруживается на ранних стадиях нейродеге-
неративных расстройств и травм [23]. Астроциты 
в латеральных вестибулярных ядрах у животных 
после стимуляции также претерпели характер-
ные изменения. В группе С0 (рис. 1Д) обнаруже-
ны активированные клетки, которые, как показано 
[24–26], имели гипертрофированное клеточное тело, 
утолщенные первичные ветви с редуцированными 
периферическими отростками. Так как активация 
астроцитов приводит к образованию более плотных 
промежуточных нитей, способствующих структур-
ной жесткости [27], мы выявили повышение содер-
жания GFAP у животных групп С0 и С5 (рис. 2Б). 

Морфологические изменения микроглии и астро-
цитов свидетельствуют об их активации, однако 
для более полного понимания динамики нейрово-
спалительного процесса мы также оценили уровень 
экспрессии генов, кодирующих ключевые маркеры 
этих клеток – Iba1 и GFAP. 

ОТ-ПЦР в реальном времени
Уровень мРНК белков Iba1 и GFAP в латеральных 
вестибулярных ядрах определяли через 1 ч и через 
5 сут после стимуляции. Показано, что экспрессия 
белков-маркеров как микроглии, так и астроцитов 
имела сходный характер – уровень мРНК не отли-
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чался от контрольных значений у животных груп-
пы С0 и был снижен через 5 сут после стимуляции 
у животных группы С5 (рис. 3). 

Несмотря на то, что уровень мРНК GFAP не изме-
нился через 1 ч после стимуляции, содержание этого 
белка в латеральных вестибулярных ядрах было по-
вышено (рис. 1Д, рис. 2Б). Через 5 сут после стиму-
ляции уровень GFAP в ядрах был также повышен 
(рис. 1З, рис. 2Б), а уровень мРНК этого белка был 
заметно снижен. Отметим, что экспрессия гена GFAP 
регулируется многими факторами транскрипции, 
среди которых различные протеинкиназы и другие 
сигнальные молекулы [28]. Однако регуляция синтеза 
этого белка также необычайно сложна и разнообраз-
на [15]. Вследствие этого при различных воздействи-
ях нередко наблюдается несоответствие динамики 
транскрипции гена GFAP и уровня белка, отмечае-
мое, в частности, при различных типах нейровоспа-
ления [29]. Можно полагать, что в наших условиях 
в латеральных вестибулярных ядрах действительно 
развивается нейровоспаление, о чем свидетельствует 
также активация микроглии. Уровень белка-марке-

ра микроглии Iba1 у животных групп С0 и С5 был 
повышен по сравнению с контролем (рис. 2А), хотя 
экспрессия как гена AIF1, так и GFAP была сниже-
на у мышей группы С5 (рис. 3А). Рассогласованность 
уровнями РНК AIF1 и белка Iba1 также объясняет-
ся сложной регуляцией транскрипции и трансляции 
этого белка в мозге. Примером подобного рассогла-
сования могут служить результаты исследования, 
показавшие регуляторную роль HIF-1α (hypoxia-
inducible factor-1α) в механизмах врожденной им-
мунной памяти и MPTP-индуцированной патологии 
Паркинсонизма [30]. Обнаружено, что этот фактор 
стабилизирует белок Iba1 при гипоксии без измене-
ния уровня экспрессии AIF1.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Результаты нашей работы позволяют предположить, 
что вестибулярная стимуляция вызывает комплекс-
ный ответ в ЛВЯ, включающий как поведенческие, 
так и клеточные изменения. Обнаруженные призна-
ки нейровоспаления, такие как активация микроглии 
и астроцитов, а также диссоциация между уровня-

Рис. 1. Влияние вестибуляр-
ной стимуляции на морфоло-
гию микроглии и астроцитов. 
Зеленый канал был исполь-
зован для идентификации 
микроглии (Iba1-позитивные 
клетки), красный – астроглии 
(GFAP-позитивные клетки), 
синий для идентификации 
нейронов (NeuN-позитивные 
ядра нейронов). Репрезен-
тативные микрофотографии 
участков латеральных вести-
булярных ядер у животных 
группы К (А–В), С0 (Г–Е), 
С5 (Ж–И). Масштабная ли-
нейка – 50 мкм 

К

С0

С5

А Б В

Г Д Е

Ж З И

Iba1 GFAРГруппы NeuN   Iba1   GFAР

50 мкм 50 мкм 50 мкм

50 мкм50 мкм50 мкм

50 мкм 50 мкм 50 мкм
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ми белка и мРНК, согласуются с ранее описанными 
механизмами нейропластичности и патологическими 
процессами. Нейровоспаление в латеральном вести-
булярном ядре проходит стадии острой активации 
микроглии, пика цитокинового ответа и либо раз-
решения, либо хронической формы. Недавно пока-
зали, что преходящая воспалительная реакция, воз-
никающая в деафферентной вестибулярной нервной 
системе, необходима для формирования внутренней 
пластичности, которая способствует функционально-

му восстановлению. Реактивная микроглия в вести-
булярном ядре может выполнять важную функцию, 
защищая пораженную область от длительного вос-
паления и способствуя долгосрочному выживанию 
афферентных вестибулярных нейронов [9]. Однако 
хорошо известно, что хроническая активация микро-
глии и астроцитов может привести к избыточному 
воспалению, повреждению нейронов и усугублению 
нейродегенерации [31]. 

Отсюда ясно, что противовоспалительная терапия 
для защиты нейронов должна применяться в опре-
деленные периоды, предотвращая переход нейро-
воспаления в хроническую форму. Обнаруженное 
нами снижение экспрессии генов GFAP и AIF1 в ве-
стибулярных ядрах животных через 5 сут после ве-
стибулярной стимуляции, по-видимому, обусловлено 
действием защитного механизма, способствующего 
прекращению нейровоспаления и предотвращению 
его перехода в хроническую форму. Разработанная 
нами модель вестибулярной стимуляции позволяет 
изучать пластические перестройки в структурах 
вестибулярной системы мозга при интенсивной сен-
сорной нагрузке. 

Работа выполнена в рамках Государственного 
задания № 075-00223-25-02 (работа поддержана 

грантом ИТЭБ РАН). В работе использовано 
оборудование Центра коллективного 

пользования «Структурно-функциональные 
исследования биосистем» ИТЭБ РАН 

(https://www.ckp-rf.ru/catalog/ckp/3037).

Авторы заявляют об отсутствии конфликта 
интересов.

Рис. 2. Иммуногистохимическое окрашивание белков Iba1 (зеленый) (А) и GFAP (красный) (Б) в латеральных ве-
стибулярных ядрах. Относительная площадь иммуногистохимического окрашивания в латеральных вестибуляр-
ных ядрах у животных группы К, через 1 ч (группа С0) и через 5 сут (группа С5) после вестибулярной нагрузки 
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Рис. 3. Уровень мРНК белков, маркеров микроглии 
(А) и астроцитов (Б) через 1 ч (группа С0) и через 5 сут 
(группа С5) после вестибулярной нагрузки относительно 
контрольных животных. Статистические различия между 
группами были определены с помощью однофакторного 
дисперсионного анализа с последующим тестом 
множественных сравнений Даннета. *р < 0.006; 
**р < 0.0001 относительно контроля
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РЕФЕРАТ R-петли − молекулярные структуры, состоящие из ДНК:РНК-гибрида и неспаренной одноце-
почечной ДНК, − участвуют как в нормальной жизнедеятельности клеток, так и в патогенезе много-
численных заболеваний. Разработано несколько подходов к картированию R-петель в геноме, однако 
результаты, полученные разными методами, часто противоречат друг другу. В недавнем исследовании 
Чедина и соавт. сравнили геномное распределение R-петель в нормальных и опухолевых клеточных 
линиях, определенное с использованием различных методологий. Важно заметить, что авторы этого 
исследования исходили из неартикулированного постулата о высокой степени сходства между геном-
ным распределением R-петель в разных типах клеток. В настоящей работе сравнили наборы данных 
ДНК:РНК-иммунопреципитации (DNA:RNA IP, DRIP), полученные с использованием одного и того же 
протокола на разных клеточных линиях, и показали, что только 26% пиков R-петель являются общими 
для клеток HAP1, происходящих из хронического миелоидного лейкоза, и плюрипотентных стволовых 
клеток человека. В то же время в линиях клеток с нокаутом двух генов, полученных от родительской 
линии HAP1, намного более значительные доли пиков R-петель идентичны как друг другу (подавля-
ющее большинство), так и пикам R-петель их родительской линии (71 и 57.7%). Сделан вывод, что тип 
клеток является одним из основных факторов, определяющих геномное распределение R-петель, и, сле-
довательно, только систематическое сравнение большого массива наборов данных, полученных из раз-
ных типов клеток/тканей, может устранить несоответствия между различными методами картирования 
этих структур.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА R-петли, ДНК:РНК-гибриды, ДНК-РНК-иммунопреципитация (DRIP), клеточная 
дифференцировка, hPSC, клетки HAP1.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ DRIP − ДНК-РНК-иммунопреципитация; HNRNPA2B1 − гетерогенный ядерный 
рибонуклеопротеин A2/B1; hPSC – плюрипотентные стволовые клетки человека.

УДК 577.214.5

Тип клеток как один из основных 
факторов, определяющих 
распределение R-петель в геноме

К. Ю. Олейникова1,2, Н. А. Жигалова1, Э. П. Хатчинс3, А. С. Рузов1* 
1Институт биоинженерии, ФИЦ Биотехнологии РАН, Москва, 117312 Россия
2Центр инфохимии, Университет ИТМО, Санкт-Петербург, 197101 Россия 
3Южный университет науки и технологий, кафедра системной биологии, факультет 
естественных наук, Шэньчжэнь, 518055 Китай
*E-mail: alexey.ruzov@gmail.com 
Поступила в редакцию 26.09.2025
Принята к печати 27.01.2026
DOI: 10.32607/actanaturae.27833

ВВЕДЕНИЕ
R-молекулярные  с т рук туры ,  с о с т о ящие 
из ДНК:РНК-гибрида и неспаренной одноцепочеч-
ной ДНК, широко распространены в геноме и могут 
участвовать в регуляции широкого спектра биологи-
ческих процессов, таких как терминация транскрип-
ции, репарация ДНК, гомеостаз теломер и рекомби-
нация с переключением класса иммуноглобулинов 
[1]. В то же время нерегулярные или патологиче-
ские R-петли могут нарушать транскрипцию и ре-
пликацию, приводя к накоплению двухцепочечных 
разрывов ДНК и представляя собой основной источ-

ник генетического стресса и нестабильности в клет-
ках млекопитающих [1]. Учитывая связь неста-
бильности генома с онкотрансформацией, интерес 
к регуляции распределения R-петель в различных 
системах привел к разработке эксперименталь-
ных методов картирования R-петель в геноме [2]. 
Некоторые из этих методов основаны на использо-
вании антител, которые специфически распознают 
РНК:ДНК-гибриды (антитела S9.6) [3]. Эти мето-
дики включают иммунопреципитацию ДНК:РНК 
(DRIP) вместе с ее многочисленными вариантами 
(DRIPc-seq; ssDRIP-seq и т.д.) и метод, основан-
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ный на расщеплении ДНК под целевыми участка-
ми с последующей тагментацией (R-Loop Cleavage 
Under Targets & Tagmentation) [4, 5]. Другие мето-
ды основаны либо на картировании одноцепочечной 
ДНК в составе R-петель с помощью бисульфита [6], 
либо на использовании РНКазы H1, фермента, от-
ветственного за распознавание и последующее рас-
щепление РНК:ДНК-гибридов [7]. Важно отметить, 
что наборы R-петель, полученные с использованием 
разных (а иногда и аналогичных) методов на разных 
клеточных линиях, часто могут иметь существен-
ные различия [8]. 

Для  устранения этих противоречий Чедин 
(Chedin) и соавт. сравнили наборы данных геном-
ного распределения R-петель, полученных разны-
ми методами на разных клеточных линиях, чтобы 
оценить степень их сходства [8]. Стоит отметить, 
что в этой работе не полностью учитываются типы 
клеток, на которых получены рассматриваемые на-
боры данных. Неявное предположение заключалось 
в том, что существует принципиальное сходство 
в распределении R-петель в генах домашнего хо-
зяйства в различных типах клеток. Тем не менее, 
неясно, насколько обосновано это предположение. 
Чедин и соавт. не оценивают и не обсуждают потен-
циальную степень различий между геномным рас-
пределением R-петель в разных клеточных систе-
мах, таких как плюрипотентные стволовые клетки 
человека (hPSC) и линии опухолевых клеток (U2OS 
или HeLa), и используют сравнение профилей по-
крытия сигнала соответствующих экспериментов 
DRIP из различных типов клеток для выявле-
ния наборов данных, которые они считают «диссо-
нансными» (discordant) [8]. Мы полагаем, что такой 
подход, неявно предполагающий существование 
сходства в геномном распределении R-петель в кле-
точных линиях различного происхождения, может 
привести к потенциальному искажению интерпре-
тации экспериментальных данных.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные линии и клеточная 
культура, DRIP и подготовка библиотек 
для высокопроизводительного секвенирования
Клетки HNRNPA2B1 KO, YTHDF2 KO и их изо-
генные родительские клетки HAP1 дикого 
типа (Horizon Discovery, № HZGHC007378c010, 
№ HZGHC006678c001 и № C631) культивировали 
на среде DMEM/F12 (Gibco Life Technologies, США 
№ 11320033). ДНК-РНК-иммунопреципитацию 
(DRIP) проводили согласно ранее опубликованной 
методике, включая контроль специфичности сигна-
ла DRIP с помощью обработки образцов РНКазой H 

[9]. Геномные библиотеки были подготовлены с по-
мощью набора NEBNext Ultra II DNA Library Prep 
Kit для Illumina (NEB, США № E7645) согласно ин-
струкции производителя. 

Биоинформатический анализ данных DRIP-
секвенирования
Параллельно анализировали наборы данных 
HAP1 (WT, HNRNPA2B1 KO и YTHDF2 KO) 
(PRJNA1250978) и ранее опубликованный набор 
данных hPSC человека (PRJNA474076). Пики опре-
деляли с помощью MACS2 peak caller. Обнаружение 
широких пиков выполняли с параметрами: −format 
BAM -g hs −keep-dup all. Консенсусные пики иден-
тифицировали с помощью инструмента bedtools 
intersect со стандартными параметрами для мини-
мального пересечения пиков на входе (-f 1E-9 -F 
1E-9). Детальное описание биоинформатическо-
го анализа доступно на сайте (https://github.com/
katerinaoleynikova/human_samples_paper_25).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 
Чтобы оценить уровень сходства между геномным 
распределением R-петель в клетках разного про-
исхождения, сравнили наборы данных DRIP, полу-
ченные с использованием ранее опубликованного 
нами протокола [9] на трех различных клеточных 
моделях: hPSC, клетках HAP1 «дикого типа» (HAP1 
WT), полученных из линии клеток хронического 
миелоидного лейкоза KBM-7 [10], и двух изоген-
ных линиях клеток HAP1 с нокаутом генов YTHDF2 
или HNRNPA2B1 с помощью генетического редак-
тирования (клеточные линии HAP1 YTHDF2 KO 
и HAP1 2B1 KO соответственно). Для определе-
ния геномных областей, обогащенных R-петлями 
в этих клеточных линиях, нами выполнено DRIP-
секвенирование, прочтения картированы на геном 
человека, выявлены пики R-петель, после чего были 
идентифицированы пики, достоверные для каждо-
го образца, путем сравнения двух соответствующих 
реплик. Показано, что, хотя в hPSC и HAP1 дикого 
типа выявлено сходное количество достоверных пи-
ков (4482 и 4458 соответственно), только 1187 пиков 
(около 26%) были общими в этих двух линиях кле-
ток (рис. 1A). Интересно, что, в то время как нока-
ут генов YTHDF2 и HNRNPA2B1 привел к значи-
тельному снижению общего количества пиков (1496 
и 950 соответственно) по сравнению с клетками 
HAP1 дикого типа, наборы данных HAP1 YTHDF2 
KO и HAP1 2B1 KO были сходными; при этом по-
давляющее большинство пиков HAP1 2B1 KO (873 
из 950) перекрывалось с пиками, выявленными 
в клетках HAP1 YTHDF2 KO (рис. 1Б). Более того, 
71% (681) пиков, идентифицированных в клетках 
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Рис. 1. Тип клеток 
является основным 
фактором, опреде-
ляющим распределе-
ние R-петель в ге-
номе. Диаграммы 
Венна, демонстри-
рующие перекрыва-
ние наборов данных 
пиков R-петель, 
полученных с по-
мощью DRIP в hPSC 
и клетках HAP1 WT 
(A), а также в клет-
ках HAP1 WT и HAP1 
с генетическим нока-
утом генов YTHDF2 
и HNRNPA2B1 (Б). 
На диаграммах 
указано количе-
ство пиков R-петель 
в каждой категории. 
В – распределе-
ние пиков R-петель 
(показаны синими 
вертикальными чер-
точками) в наборах 
данных DRIP, полу-
ченных на указанных 
клеточных линиях 
в области вокруг гена 
домашнего хозяйства 
RPL13A и обозначен-
ной Чединым и соавт. 
как «золотой стан-
дарт» для сравнения 
наборов данных. 
Г – профили R-петель 
(синие прямоугольни-
ки) в наших наборах 
данных и в контроль-
ных образцах в двух 
репрезентативных 
геномных локусах 
(иллюстрации полу-
чены с помощью 
геномного браузера) 

А Б

В

Г

hPSCs 

3295 
(73.5%)

3271 
(73.4%)

1187 
(~26%)

HAP1 WT

HAP1 WT

3564 
(79.9%)

HAP1 
2B1 KO

HAP1 
YTHDF2 KO

71.7% (651+30) HAP1 
2B1 KO-пиков 57.7% (651 + 213) of HAP1 

YTHDF2 KO-пиков

хр19: 49 285 516 – 49 694 399

Refseq Genes

HAP1 WT R1 peaks

HAP1 WT R2 peaks

HAP1 KO HNRNPA2B1 R1 peaks

HAP1 KO HNRNPA2B1 R2 peaks

HAP1 KO YTHDF2 R1 peaks

HAP1 KO YTHDF2 R2 peaks

hPSCs R1 peaks

hPSCs R2 peaks

хр1: 177 229 – 190 795 хр1: 1 452 – 15 018
Refseq Genes

HAP1 WT R1

HAP1 WT R1 peaks

HAP1 WT R2

HAP1 WT R2 peaks

HAP1 WT Control

HAP1 KO HNRNPA2B1 R1

HAP1 KO HNRNPA2B1 R1 peaks

HAP1 KO HNRNPA2B1 R2

HAP1 KO HNRNPA2B1 R2 peaks

HAP1 KO HNRNPA2B1 Control

HAP1 KO YTHDF2 R1

HAP1 KO YTHDF2 R2 peaks

HAP1 KO YTHDF2 R2

HAP1 KO YTHDF2 R1 peaks

HAP1 KO YTHDF2 Control

hPSCs R1

hPSCs R1 peaks

hPSCs R2

hPSCs R2 peaks

hPSCs Control

HAP1 2B1 KO, и 57.7% (864) пиков в HAP1 YTHDF2 
KO были идентичны пикам R-петель, обнаружен-
ных в их родительской клеточной линии HAP1 WT 
(рис. 1Б). Интересно, что геномная область, располо-
женная вокруг гена домашнего хозяйства RPL13A, 
использованная Чедином и соавт. для сравнения на-
боров данных и названная «регионом золотого стан-

дарта», содержала только пики HAP1 дикого типа, 
но не пики R-петель, полученные на hPSC или двух 
других клеточных линиях с нокаутом, протестиро-
ванных в нашем исследовании (рис. 1В). Нами иден-
тифицированы другие локусы, где пики R-петель 
присутствовали во всех четырех протестированных 
клеточных линиях (рис. 1Г, левая панель). Однако, 
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по нашему мнению, обозначение каких-либо геном-
ных регионов как областей «золотого стандарта» 
требует создания наборов данных на дополнитель-
ных клеточных линиях различного происхождения, 
поскольку геномное распределение R-петель, по-
видимому, в высокой степени специфично для типа 
клеток. Таким образом, нами показано, что наборы 
R-петель, полученные в клеточных линиях разного 
происхождения с использованием одной и той же 
методологии, существенно различаются, при этом 
лишь около четверти пиков R-петель совпадают 
в hPSC и линией HAP1, происходящей из клеток 
хронического миелоидного лейкоза. В то же вре-
мя распределение R-петель в клетках HAP1 с но-
каутом генов YTHDF2 и HNRNPA2B1, и в клетках 
HAP1 дикого типа, очевидно, более сходно между 
собой, чем с их распределением в hPSC. Учитывая, 
что в число недавно выявленных факторов, уча-
ствующих в регуляции R-петель, входят структу-
ра хроматина [10], позиционирование нуклеосом 
[11] и модификации РНК [9], которые значительно 
различаются в разных типах клеток, эти резуль-
таты не кажутся нам особенно неожиданными [12]. 
Необходимо отметить, что интерпретация наших ре-
зультатов и сделанные из них выводы ограничены 

выбранными моделями. Поэтому для более убеди-
тельного обобщения необходимо проанализировать 
наборы других дифференцированных и опухолевых 
линий с различным гистогенезом.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Подводя итог, мы приходим к выводу о клеточной 
специфичности геномного распределения R-петель. 
Следовательно, только систематическое и стандар-
тизированное сравнение большого массива наборов 
данных о распределении R-петель в геноме различ-
ных типов клеток может устранить несоответствия 
между экспериментальными результатами, полу-
ченными с помощью различных методов картиро-
вания R-петель. 
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РЕФЕРАТ Пиридоксаль-5’-фосфат (PLP)-зависимые трансаминазы являются высокоэффективными 
биокатализаторами стереоселективного синтеза хиральных аминов – ключевых «строительных бло-
ков» в фармацевтическом и химическом производствах. Фундаментальные исследования фермента-
тивного трансаминирования включают классические работы Александра Браунштейна, открывшего 
реакцию переаминирования, Дэвида Метцлера, исследовавшего спектральные свойства пиридоксале-
вых ферментов, Эсмонда Снелла, изучавшего кинетику PLP-зависимых ферментов, и других россий-
ских и зарубежных ученых. Практическое применение PLP-зависимых трансаминаз ограничивается 
не только неблагоприятным равновесием реакции трансаминирования и узкой субстратной специфич-
ностью, но и стабильностью трансаминаз в технологических условиях. Стабильность трансаминаз – это 
не только стабильность белковой глобулы, но и способность трансаминаз удерживать кофактор PLP, 
диссоциация которого приводит к инактивации фермента и остановке синтеза. Современные биока-
талитические процессы разрабатываются преимущественно для водно-органических сред, чтобы по-
высить растворимость гидрофобных субстратов до концентраций в сотни г/л. В этих условиях ста-
бильность трансаминаз, как и других ферментов, снижается. В контексте этих задач нами изучена 
эффективность связывания PLP в активном центре как фактора стабилизации холофермента транс-
аминазы из Desulfomonile tiedjei в разных водно-органических средах. Проанализирована стабильность 
и каталитическая активность трансаминазы в присутствии метанола, диметилсульфоксида и цирена 
(до 20% v/v) как в режиме инкубации, так и в реакционных условиях. Особое внимание уделено ана-
лизу влияния аминокислотной замены T199Q в области связывания кофактора на устойчивость фер-
мента к действию органических растворителей. Проведенные исследования вносят вклад в решение 
прикладной задачи стабилизации трансаминаз в водно-органических средах. Полученные результаты 
углубляют понимание молекулярных основ стабильности PLP-зависимых ферментов.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА трансаминазы, ферментативный катализ, стабильность, органические растворители. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ ДМСО – диметилсульфоксид; PLP – пиридоксаль-5’-фосфат; PMP – 
пиридоксамин-5’-фосфат; ТА – трансаминаза; DestiTA – трансаминаза из Desulfomonile tiedjei; ЛДГ – 
лактатдегидрогеназа; WT – дикий тип. 

ВВЕДЕНИЕ
Пиридоксаль-5’-фосфат (PLP)-зависимые трансами-
назы [EC 2.6.1.X] катализируют стереоселективный 
перенос аминогруппы с аминокислоты/амина на аль-
фа-кетокислоту/кетон с образованием новой ами-
нокислоты/амина и новой кетокислоты/кетона [1–3]. 
Ферментативное трансаминирование – это реакция 
последовательного двойного замещения с промежу-

точным переносом аминогруппы на кофактор PLP 
в результате деаминирования субстрата аминокис-
лоты, что приводит к образованию пиридоксамин-
5’-фосфата (РМР), который и служит донором ами-
ногруппы во второй полуреакции – аминировании 
второго субстрата кетокислоты. Трансаминазы изу-
чают уже более 80 лет. Основополагающими в данной 
области являются работы Александра Браунштейна, 
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открывшего реакцию переаминирования, Дэвида 
Метцлера, исследовавшего спектральные свойства 
пиридоксалевых ферментов и равновесие отдельных 
стадий реакции трансаминирования, Эсмонда Снелла, 
изучавшего кинетику PLP-зависимых ферментов, 
и других российских и зарубежных ученых [3–6]. 
В 2010 году впервые было предложено использовать 
трансаминазы для стереоселективного аминирова-
ния кетосоединений в промышленных масштабах [7]. 
К настоящему времени имеется ряд внедренных био-
технологических схем с применением трансаминаз 
и постоянно предлагаются новые [8–14]. Для созда-
ния биокатализаторов на основе трансаминаз необ-
ходимо решить задачи повышения их специфично-
сти к целевому субстрату, смещения равновесия 
реакции трансаминирования в сторону продуктов, 
стабилизации фермента в условиях синтеза [10, 14, 
15]. Проблема стабильности – это не столько терми-
ческая стабильность биокатализатора, сколько ста-
билизация активной конформации биокатализатора 
в рабочих условиях [16, 17]. В случае трансаминаз 
это, в первую очередь, задача стабилизации холо-
фермента в водно-органических средах, так как ор-
ганический растворитель (до 50%) добавляют для по-
вышения растворимости субстрата – кетосоединения 
[7, 10]. Кроме того, у трансаминаз наблюдается вы-
ход кофактора из активного центра, что приводит 
к инактивации фермента [17–19]. Наиболее простой 
и эффективный способ повышения стабильности хо-
лофермента – это добавление в реакционную среду 
избытка кофактора PLP [7, 10, 19]. Однако такой под-
ход не решает проблемы выхода кофактора в фор-
ме пиридоксамин-5’-фосфата (промежуточная фор-
ма кофактора после присоединения аминогруппы 
от субстрата аминокислоты, PMP) [1]. Здесь стабили-
зация в реакционных условиях возможна как путем 
повышения концентрации второго субстрата (кетосо-
единения или акцептора аминогруппы), так и введе-
нием замен в области связывания кофактора [17, 19].

Ранее мы  охарактеризовали трансаминазу 
из грамотрицательной бактерии Desulfomonile 
tiedjei (DestiTA). DestiTA эффективно катализиру-

ет перенос аминогруппы с D-аминокислоты и (R)-
фенилэтиламина на α-кетоглутарат и другие кето-
кислоты (рис. 1) [20]. Также DestiTA эффективно 
работает в трехферментной системе стереоселек-
тивного аминирования α-кетокислот с образовани-
ем D-аминокислот с 99% выходом и энантиомерным 
избытком больше 99% (рис. 2) [20].

В то же время отмечена нестабильность холофер-
мента DestiTA, другими словами, в рабочем буфере 
преобладает апофермент, и для эффективной ра-
боты фермента необходимо вводить избыток PLP 
в реакционную смесь. Для стабилизации холофер-
мента заменили отдельные аминокислотные остатки 
(а.о.) во второй координационной сфере сайта свя-
зывания PLP в активном центре DestiTA. Наиболее 
эффективной оказалась замена T199Q, которая 
сделала возможным образование водородной связи 
между Gln199 и консервативным Glu194, координи-
рующим N1 атом молекулы PLP (рис. 3). Замена 
T199Q привела к снижению константы диссоциации 
холофермента в 5 раз (от 11 ± 1 мкМ у фермента 
WT до 2.2 ± 0.4 мкМ у варианта с заменой T199Q) 
и небольшому увеличению Vmax реакции трансами-
нирования между D-аланином и α-кетоглутаратом 
[20]. Температура полуперехода термической дена-
турации холофермента T199Q повысилась на 1оС, 
однако снизилась на 5оС у апофермента. Мы про-
должили исследование эффекта замены T199Q 
на функционирование DestiTA и проанализировали 
стабильность и эффективность работы холофермен-
та в водно-органических растворах. 

Рис. 1. Схемы реакций трансаминирования
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Получение рекомбинантной DestiTA и ее 
варианта T199Q
Очищенные активные рекомбинантные препараты 
DestiTA WT и ее варианта T199Q получали как опи-
сано ранее [20]. Чистоту и гомогенность препарата 
контролировали с помощью электрофореза в поли-
акриламидном геле в денатурирующих условиях. 
Концентрацию DestiTA определяли спектрофото-
метрически по поглощению при 280 нм.

Стандартная реакция 
Стандартную реакцию трансаминирования 
D-аланин + α-кетоглутарат проводили в 50 мМ 
К-фосфатном буфере, pH 8.0, при 40°С. Концентрации 
D-аланина и α-кетоглутарата составляли 25 и 10 мМ 
соответственно, в присутствии 30 мкМ PLP, 330 мкМ 
NADH и 2 U/мл лактатдегидрогеназы (ЛДГ) кроли-
ка (Sigma, США). Реакцию инициировали внесени-
ем аликвоты препарата DestiTA (0.004 мг/мл) после 
нагревания реакционной смеси до 40°С. За ходом 
реакции следили по сопряженной ферментативной 
реакции, катализируемой ЛДГ, в которой образу-
ющийся в ходе реакции трансаминирования пиру-
ват служит субстратом. ЛДГ катализировала пре-
вращение пирувата в лактат при участии NADH. 
За окислением NADH следили при длине волны 
340 нм (εNADH = 6.22 мМ–1см-1). Измерения проводили 
в кварцевой кювете с длиной оптического пути 0.5 см 
на спектрофотометре Evolution 300 UV-Vis (Thermo 
Fisher Scientific, США). Удельная активность DestiTA 
представлена в U/мг фермента, где 1 U соответствует 
превращению 1 мкмоль субстрата в мин. 

Определение С50(PLP) для DestiTA WT 
и варианта T199Q
Изучали связывание PLP в кинетическом режиме 
в реакционной смеси с ЛДГ, аналогичной описан-
ной выше, однако концентрации субстратов состав-
ляли 100 мМ D-аланина и 10 мМ α-кетоглутарата. 
Концентрации PLP варьировали от 0 до 30 мкМ. 
Реакцию инициировали внесением апоформы 
DestiTA до концентрации 0.01 мг/мл (0.3 мкМ).

Определение кинетических параметров 
полуреакции DestiTA c D-валином
Взаимодействие холофермента (PLP-формы) 
DestiTA (0.72 мг/мл (20 мкМ)) c D-валином (0–50 
мМ) анализировали спектрофотометрически с ис-
пользованием планшетного спектрофотометра 
SPECTROstar Omega. За ходом полуреакции следи-
ли при длине волны 410 нм в 50 мМ K-фосфатном 
буфере, pH 8.0, 40°C. 

В условиях избытка субстрата полуреакцию 
рассматривали как реакцию первого порядка. 
Наблюдаемую константу скорости полуреакции kobs 
определяли аппроксимацией уравнением (1) зависи-
мости интенсивности поглощения от времени:

         Аt = А∞ + (А0 − А∞) × exp(−kobst),�  (1)

где Аt – значение интенсивности поглощения в мо-
мент времени t, A0 – значение интенсивности погло-
щения в начальный момент времени, A∞ – предель-
ное значение интенсивности поглощения. 

Кинетические параметры полуреакций рассчиты-
вали по уравнению (2):

                    kobs = 
kmax [S]
Kd +[S] + kr , � (2)

где [S] – концентрация субстрата, kmax – максималь-
ная константа скорости полуреакции, Kd– константа 
диссоциации фермент-субстратного комплекса, kr – 
константа скорости, отражающая вклад обратной 
реакции, kmax/Kd – константа специфичности.

Влияние органических растворителей 
на удельную активность ферментов в реакции 
трансаминирования
Влияние растворителей на активность DestiTA ана-
лизировали в стандартной трансаминазной реакции 
D-аланин + α-кетоглутарат. К реакционной смеси 
для этого добавляли 10–20% (v/v) ДМСО, метанола 
или цирена. 

Ввиду высокой оптической плотности цирена 
при 340 нм и денатурации ЛДГ в присутствии 20% 

Рис. 3. Связывание кофактора в активном центре 
модели DestiTA. Показана аминокислотная замена 
T199Q, потенциально приводящая к образованию 
водородной связи Q199/NE2–E194/OE2. Расстояния 
указаны в ангстремах
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(v/v) метанола, для определения ферментативной 
активности из реакционной смеси через опреде-
ленные промежутки времени отбирали аликвоты, 
реакцию останавливали нагреванием до 98°С в те-
чение 5 мин. Затем определяли концентрацию об-
разовавшегося пирувата в аликвоте с помощью ЛДГ 
при 25°С в 50 мМ K-фосфатном буфере, рН 8.0, ис-
пользуя линейный калибровочный график – зави-
симость активности ЛДГ от концентрации пирувата. 

Определение наблюдаемой константы 
скорости диссоциации холофермента DestiTA 
при инкубации в буфере и в реакционных 
условиях с субстратами с добавлением 
органических растворителей
Скорость диссоциации холофермента DestiTA опре-
деляли спектрофотометрически по снижению по-
глощения на длине волны 430 нм, что соответствует 
убыли холоформы DestiTA, коэффициент экстинк-
ции – 0.2 мг-1см-1мл. Для этого 0.2–0.6 мг/мл DestiTA 
выдерживали в  50 мМ К-фосфатном буфере 
без субстратов и в присутствии 100 мМ D-аланина 
и 10 мМ α-кетоглутарата при 40°С. Для оценки вли-
яния органических растворителей к реакционным 
смесям добавляли 10–20% (v/v) ДМСО, метано-
ла или цирена. За образованием осадков следили 
при λ = 500–550 нм. Наблюдаемую константу скоро-
сти диссоциации холофермента рассчитывали, ис-
пользуя для обработки экспериментальных кривых 
уравнение (3) и программу Origin 8.0 (Origin Lab, 
США):

               kapp
diss= – 1

[TA]×ε ×
dA
dT ,� (3)

где kapp
diss – искомая константа скорости диссоциации, 

[TA] – концентрация трансаминазы, ε – коэффициент 
экстинкции холоформы при 430 нм, dA/dT – тангенс 
угла наклона экспериментальной кривой. 

Определение температуры полуперехода 
термической денатурации DestiTA WT и T199Q
Дифференциальную сканирующую флуориметрию 
для определения температуры полуперехода (T0.5) 
термической денатурации апофермента и холофер-
мента DestiTA проводили в 50 мМ К-фосфатном 
буфере, рН 8.0. Апофермент получали инкубиро-
ванием препарата DestiTA с 2 мМ фенилгидрази-
на в течение 20 мин при комнатной температуре 
c последующим переводом в буфер с помощью ко-
лонки Desalting (Cytiva, США). Холофермент по-
лучали инкубированием фермента с 300 мкМ PLP 
в течение 1 ч при комнатной температуре. В полу-
ченные препараты холофермента в финальной кон-
центрации 0.07 мг/мл (2 мкМ) добавляли краситель 

25×ProteOrange Protein Gel Stain (Lumiprobe, США). 
Влияние органических растворителей анализирова-
ли, добавляя 10–20% (v/v) метанола, ДМСО и цирена 
в пробы. Измерения проводили с помощью системы 
CFX96 RT-PCR (Bio-Rad, США) в режиме повы-
шения температуры с шагом 0.2°C с последующим 
уравновешиванием образцов в течение 10 с в диа-
пазоне температур от 25 до 90°C на длинах волн 
возбуждения 515–530 нм и эмиссии 560–580 нм со-
ответственно. Для каждого образца получены по три 
экспериментальные кривые. Данные обрабатывали 
сначала в программе CFX Manage software (Bio-Rad) 
и далее в OriginPro 8.0. Значение температуры полу-
перехода термической денатурации (T0.5) определяли 
по максимуму первой производной функции зависи-
мости флуоресценции от температуры. 

Анализ операционной стабильности DestiTA 
WT и T199Q в присутствии органических 
растворителей 
Операционную стабильность DestiTA анализиро-
вали путем инкубации фермента в концентрации 
0.2 мг/мл в 50 мМ К-фосфатном буфере, рН 8.0, 
с добавлением 50 мМ D-глутамата, 50 мМ 3-метил-
2-оксобутирата, 300 мкМ PLP, 10–20% (v/v) ДМСО 
или 10% (v/v) метанола при 40°C. Для измерения ак-
тивности DestiTA отбирали аликвоты образцов не-
посредственно после их подготовки, а также через 1, 
2 и 5 дней инкубации. Активность измеряли в стан-
дартной реакции с D-аланином и α-кетоглутаратом.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Стабильность холофермента DestiTA 
в реакционных условиях: эффект замены T199Q 
Ранее путем сравнительного анализа свойств 
DestiTA WT и варианта T199Q показали сниже-
ние константы диссоциации холофермента DestiTA 
с введением замены T199Q, которая, по результатам 
моделирования, создает дополнительную водород-
ную связь Q199-E194 в области связывания кофак-
тора [20]. В данной работе мы продолжили анализ 
стабильности холофермента WT и T199Q, но уже 
в реакционных условиях. Для этого оценили эф-
фективность образования в реакционных условиях 
холофермента из апофермента DestiTA и свобод-
ного PLP по параметру С50(PLP) (рис. 4), значения 
которого у WT и варианта составили 0.29 ± 0.07 
и 0.8 ± 0.1 мкМ соответственно. Получается, что за-
мена T199Q в реакционных условиях дестаби-
лизирует холофермент. Чтобы прояснить этот 
вопрос, мы уточнили связывание субстрата фер-
ментом дикого типа и вариантом по первой полу-
реакции деаминирования [1] в отсутствие второго 
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субстрата. Кинетические параметры полуреакции 
с D-валином холофермента WT и варианта T199Q 
составили kmax = 0.068 ± 0.004 c-1 и KD = 0.5 ± 0.1 мМ 
и kmax = 0.019 ± 0.001 c-1 и KD = 10 ± 2 мМ соответ-
ственно. Очевидно, что замена в сайте связывания 
кофактора PLP ухудшила эффективность связыва-
ния субстрата, что не в последнюю очередь влияет 
на параметр С50(PLP) и кинетическую стабильность 
DestiTA. 

Активность DestiTA в водно-органических средах
Для изучения стабильности DestiTA в водно-орга-
нических средах были выбраны ДМСО и метанол, 
широко применяемые в биокаталитических про-
цессах с использованием трансаминаз [8–10]. Выбор 
обусловлен различиями в ключевых физико-хими-
ческих свойствах ДМСО и метанола: гидрофобно-
сти (logP = −1.35 для ДМСО и −0.74 для метано-
ла), дипольном моменте (3.96 Д для ДМСО против 
1.70 Д для метанола) и характере взаимодействия 
с водой. Метанол выступает как донор водородных 
связей, в то время как ДМСО является акцептором, 
что позволяет комплексно оценить влияние разных 
типов растворителей на стабильность фермента. 
Также был опробован растворитель цирен (Cyrene; 
logP = −1.52; 0.93 Д; акцептор водородной связи), ко-
торый активно продвигается на рынке как биораз-
лагаемая, немутагенная и нетоксичная альтернатива 
традиционным диполярным апротонным раствори-
телям ДМСО, N,N-диметилформамиду (ДМФА), ди-
оксану и тетрагидрофурану (ТГФ) [21, 22]. Влияние 

органических растворителей на работу фермента 
оценивали по удельной активности DestiTA в реак-
ции трансаминирования с субстратами D-аланином 
и α-кетоглутаратом (рис. 1) в 50 мМ K-фосфатном 
буфере, рН 8.0, при 40оС (табл. 1). Показали по-
ложительный эффект замены T199Q на активность 
DestiTA в ДМСО, в то время как в 10−20% цирене 
вариант оказался менее активным. 

Влияние добавок органических растворите-
лей на стабильность DestiTA продолжили изу-
чать как в буфере, так и в реакционных условиях, 
то есть в присутствии субстратов.

Термодинамическая и кинетическая стабильность 
DestiTA в водно-органических средах. Эффект 
замены T199Q
Термодинамическая стабильность холофермента 
с введением замены T199Q увеличилась не только 
в одном буфере [20], но и в буфере с добавлением 
органических растворителей (табл. 2). Для анали-
за температурной стабильности DestiTA методом 
дифференциальной сканирующей флуориметрии 
определяли температуру полуперехода (T0.5) тер-
мической денатурации фермента. В этом экспери-
менте цирен оказывал существенный дестабилизи-
рующий эффект на DestiTA, снижая T0.5 более чем 
на 20°С, в то время как эффекты метанола и ДМСО 
были менее разрушительными. Качественно схо-
жие эффекты растворителей наблюдались ранее 
для удельной активности DestiTA (табл. 1). Нужно 
отметить, что наблюдаемые эффекты определяются 
не только способностью растворителей к образова-
нию водородных связей, но и другими свойствами: 
гидрофобностью растворителей, величиной диполь-
ного момента (параметр µ) и т.д. 

Кинетическую стабильность DestiTA WT и вари-
анта T199Q определяли по скорости выхода кофакто-
ра из активного центра, приводящего к инактивации 

Рис. 4. Зависимость удельной активности DestiTA 
WT и варианта T199Q от концентрации PLP в реак-
ции трансаминирования между 100 мМ D-аланином 
и 10 мМ α-кетоглутаратом (насыщающие концентра-
ции) в 50 мМ K-фосфатном буфере, рН 8.0, 40°C
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Таблица 1. Удельная активность WT DestiTA и ее 
варианта T199Q в реакции трансаминирования между 
D-аланином и α-кетоглутаратом (ненасыщающие 
концентрации) в 50 мМ К-фосфатном буфере, рН 8.0, 
при 40оС 

Органический 
растворитель, %

Удельная активность, U/мг
WT T199Q

нет 3.4 ± 0.2 2.8 ± 0.3

Метанол 
10 3.7 ± 0.1 2.9 ± 0.2
20 2.3 ± 0.3 2.0 ± 0.2

ДМСО
10 2.7 ± 0.1 2.8 ± 0.1
20 2.1 ± 0.2 3.0 ± 0.1

Цирен
10 2.4 ± 0.3 1.8 ± 0.2
20 2.0 ± 0.2 Нет активности
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фермента, за которой можно наблюдать по измене-
нию спектра холофермента (рис. 5). Эксперимент 
проводили как в буфере, так и в условиях реакции, 
то есть в присутствии двух субстратов, D-аланина 
и α-кетоглутарата, что определило присутствие ко-
фактора как в форме PLP, так и в промежуточной 
форме PMP. Наблюдаемая константа скорости диссо-
циации холофермента (kapp

diss) в 50 мМ K-фосфатном 
буфере, рН 8.0 в отсутствие субстратов оказалась 
сопоставимой у DestiTA WT и варианта и состави-
ла (12.2 ± 0.4) × 10-3 и (20 ± 4) × 10-3 мин-1 при 40°С 
соответственно. Наблюдаемая константа скорости 
диссоциации (kapp

diss) кофактора в условиях реакции 
оказалась практически на порядок выше у варианта 
T199Q, то есть в реакционных условиях кинетиче-
ская стабильность DestiTA с заменой T199Q ниже, 
чем у WT (табл. 3). 

Если температуру полуперехода при термической 
денатурации можно с осторожностью рассматривать 
как меру термодинамической стабильности бел-
ка (только для обратимо денатурирующих белков, 
у DestiTA наблюдается агрегация в ходе нагрева-
ния), то константа диссоциации холофермента – это 
объективный параметр термодинамической стабиль-
ности холофермента, и, очевидно, холофермент ва-
рианта стабильнее, чем холофермент WT. Однако 
кинетическая стабильность, которая характеризует-
ся kapp

diss и определяет скорость инактивации, у ва-
рианта ниже. Возможно, изменение эффективности 
связывания субстрата при введении аминокислот-
ных замен в активный холофермент (см. раздел 
выше) также вносит поправку в величину кинети-
ческой стабильности. В случае DestiTA исходный 
WT оказывается стабильнее варианта, особенно 
в условиях реакции. Здесь может сказываться сни-
жение стабильности апоформы варианта T199Q, ко-
торая накапливается в ходе реакции, особенно в ус-
ловиях без добавления свободного PLP [19].

Что касается эффектов органических раствори-
телей, то ДМСО в реакционных условиях в присут-
ствии субстратов стабилизирует холофермент WT, 

Таблица 2. Влияние органических растворителей 
на температуру полуперехода (T

0.5
) DestiTA WT 

и T199Q в 50 мМ K-фосфатном буфере, рН 8.0, с до-
бавлением органических растворителей

Органический  
растворитель, %

T0.5, °C
WT T199Q

нет 64.4 ± 0.2 65.7 ± 0.1
Метанол, 10 59.9 ± 0.3 61.2 ± 0.4
Метанол, 20 49.5 ± 0.6 53.0 ± 0.2
ДМСО, 20 57.7 ± 0.5 58.1 ± 0.2
Цирен, 20 40.6 ± 0.8 42.7 ± 0.8

Длина волны, нм

П
о

гл
о

щ
е

ни
е

Б

А
В буфере В условиях реакции

Апоформа
 Desti_TA PLP+ +

k
diss

k
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k
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PLP-форма 
Desti_TA

D-аминокислота 1

D-аминокислота 2

α-кетокислота 2

α-кетокислота 1 PMP-форма 
Desti_TA

Апоформа
 Desti_TA PMP

Рис. 5. Схема инактивации DestiTA в буфере и в усло-
виях реакции (А). Спектры поглощения PLP- (черный) 
и PMP-формы (синий) холофермента и апофермента 
(красный) (Б). Спектры нормированы на поглощение 
при 280 нм

Таблица 3. Диссоциация холофермента в реакционных 
условиях (насыщающие концентрации субстратов) 
с добавлением органических растворителей в 50 мМ 
К-фосфатном буфере, рН 8.0, при 40°C

Органический  
растворитель, %

kapp
diss × 103, мин-1

WT T199Q
Нет 12.8 ± 0.3 100 ± 20

Метанол 
10 27 ± 1 280 ± 15
20 осадки осадки

ДМСО
10 12.7 ± 0.4 110 ± 15
20 7.1 ± 0.4 120 ± 10

Цирен 10 осадки осадки

но не оказывает значимого влияния на вариант с за-
меной T199Q. При этом удельная активность WT 
в ДМСО снижается (табл. 1). Здесь можно пред-
положить, что органический растворитель попадает 
в активный центр фермента и влияет на скорость 
элементарных стадий [23, 24]. 

Операционная стабильность DestiTA в водно-
органических растворах. Эффект замены T199Q
Операционная стабильность биокатализатора – это 
важный фактор эффективности работы фермента 
в конкретных реакционных условиях. Операционная 
стабильность определяется по остаточной актив-
ности фермента в реакционных условиях, то есть 
в присутствии субстратов, избытка PLP и прочих 
добавок [18]. Последнее принципиально отличает 
данный эксперимент от анализа кинетической ста-
бильности, который проводится с холоферментом 
без избытка PLP. 
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Операционная стабильность DestiTA представлена 
на рис. 6. Интересно, что избыток PLP эффективно 
стабилизирует фермент дикого типа (WT) и в мень-
шей степени вариант T199Q. Воспроизводятся эф-
фекты растворителей на величину константы ско-
рости диссоциации холофермента (табл. 3). Видимо, 
добавление свободного PLP не исправляет кинетиче-
скую нестабильность варианта. Очевидно также и то, 
что избыток PLP значительно стабилизирует актив-
ную форму фермента, поддерживая его работу в те-
чение нескольких суток. В аналогичных условиях, 
но без избытка PLP, времена полуинактивации холо-
фермента WT и варианта T199Q составляют около 50 
и 7 мин соответственно (табл. 3).

Таким образом, как показали результаты экспе-
риментов, стабильность DestiTA убывает в линейке 
растворителей ДМСО > метанол > цирен. Введение 
замены T199Q приводит к небольшому повыше-
нию термостабильности DestiTA как в буфере, 
так и в водно-органических растворах, далее к ста-
билизации холофермента в буфере, но не в услови-

ях реакции независимо от добавления органическо-
го растворителя. Кинетическая стабильность – это 
комплексный параметр, который включает как ми-
нимум стабильность холофермента и апофермента, 
эффективность связывания субстрата и эффектив-
ность связывания кофактора. И некоторое (в пре-
делах одного порядка) повышение эффективности 
связывания PLP не дает возможности однозначно 
предсказать изменение кинетической или операци-
онной стабильности трансаминазы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Несмотря на многолетнюю историю изучения PLP-
зависимых ферментов, ключевым вызовом в совре-
менном ферментативном катализе остается создание 
на основе трансаминаз стабильных биокатализаторов 
для промышленного применения. Связывание PLP 
в активном центре трансаминаз, в частности DestiTA, 
определяет не только каталитические свойства фер-
ментов, но и их стабильность. Изменение сайта свя-
зывания PLP оказывает комплексное воздействие 
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Рис. 6. Остаточная активность DestiTA (0.2 мг/мл) WT и T199Q при выдерживании в 50 мМ К-фосфатном буфе-
ре, рН 8.0, с добавлением 50 мМ D-глутамата, 50 мМ 3-метил-2-оксобутирата, 300 мкМ PLP, а также с добавле-
нием 10% (v/v) ДМСО (А), 20% (v/v) ДМСО (Б), 10% (v/v) метанола (В) и без органических растворителей (Г). 
У WT 100% удельной активности соответствует 3.4 ± 0.2 U/мг и 2.8 ± 0.2 U/мг – у T199Q 



90 | ACTA NATURAE | ТОМ 18 № 1 (68) 2026

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ

на самые разные параметры фермента, а именно, 
каталитическую эффективность, термостабильность, 
операционную стабильность, устойчивость в водно-
органических растворах. В этом контексте DestiTA 
как умеренно термостабильный фермент оказыва-
ется стабильным в буферах с долей органического 
растворителя до 20%. Замена аминокислотного остат-
ка T199Q приводит к повышению термостабильно-
сти и сохранению активности фермента в реакции 
D-аланин + α-кетоглутарат в водно-органических 
средах, однако снижает его кинетическую и опера-
ционную стабильность. Введение аминокислотной 
замены T199Q стабилизирует холофермент, но деста-

билизирует апофермент DestiTA и снижает каталити-
ческую эффективность полуреакции деаминирования 
D-аминокислоты. Можно заключить, что для стаби-
лизации DestiTA в биотехнологических процессах 
предпочтительнее повышение стабильности белко-
вой глобулы (апофермента), так как стабильность хо-
лофермента достигается повышением концентрации 
PLP в реакторе. Проведенные исследования в оче-
редной раз подтвердили эффективность стабилиза-
ции трансаминаз избытком свободного PLP. 

Работа поддержана Российским научным фондом, 
грант № 23-74-30004.
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РЕФЕРАТ Вирусные заболевания, снижающие урожайность, качество и сроки хранения картофеля, пред-
ставляют серьезную проблему для продукции картофеля во всем мире, в том числе и в РФ. В насто-
ящей работе на материале, собранном на коммерческих полях картофеля, изучено распространение 
вирусов картофеля в 16 регионах Европейской части РФ и 2 регионах Уральского федерального округа. 
Полноразмерные геномы вирусов были собраны de novo на основе данных РНК-секвенирования нового 
поколения образцов РНК, выделенных из листьев и проростков клубней картофеля. Проведен фило-
генетический анализ выявленных вариантов вирусов, что позволило оценить их генетическое разно-
образие и возможное происхождение. Показано, что наиболее опасный и экономически важный Y ви-
рус картофеля (PVY) распространен повсеместно и представлен только рекомбинантными вариантами, 
среди которых наиболее часто встречаются NTNa, NTNb и N-Wi. Вторым по частоте распространения 
является М вирус картофеля (PVM), который во многих случаях определяется совместно с S вирусом 
картофеля (PVS). В двух областях РФ показано присутствие вируса скручивания листьев картофеля 
(PLRV), который наряду с PVY является важным и опасным патогеном картофеля. Не менее чем в по-
ловине изученных образцов выявлены смешанные инфекции, наиболее частым было одновременное 
присутствие вирусов PVY и PVM (около трети всех образцов). Данные о популяциях вирусов в РФ 
и актуальных изменениях в геномах РНК-содержащих вирусов картофеля, для которых характерен 
высокий уровень эволюционной изменчивости, используются для разработки инновационной стра-
тегии защиты растений от вирусов, основанной на механизме РНК-интерференции, с применением 
дцРНК, специфичных к последовательности вирусного генома.
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА картофель, вирусы картофеля, РНК-секвенирование, вирусный геном, сборка de novo, 
филогения, генетическое разнообразие, регионы РФ.
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ PVY – Y вирус картофеля (Potato virus Y); PVS – S вирус картофеля; PVM – M 
вирус картофеля; PVP – Р вирус картофеля; PLRV – вирус скручивания листьев картофеля; дцРНК – 
двуцепочечная РНК; ЦФО – Центральный федеральный округ; СЗФО – Северо-Западный федераль-
ный округ; ПФО – Поволжский федеральный округ; СКФО – Северо-Кавказский федеральный округ; 
ЮФО – Южный федеральный округ; УрФО – Уральский федеральный округ; ДФО – Дальневосточный 
федеральный округ.

ВВЕДЕНИЕ
Картофель (Solanum tuberosum ssp. tuberosum L.) – 
четвертая по значению продовольственная куль-
тура в мире (после риса, пшеницы и кукурузы) 
и первая незерновая культура. В мире произво-

дится ежегодно свыше 390 млн тонн картофеля 
(FAOSTAT Database). В РФ картофель традиционно 
является одной из основных сельскохозяйственных 
культур (так называемый «второй хлеб»), его еже-
годная продукция составляет около 30 млн тонн. 
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Вирусные заболевания картофеля представляют 
собой серьезную проблему для мирового сельско-
го хозяйства, они снижают урожайность, качество 
продукции и сроки ее хранения. При вирусных эпи-
демиях потери урожая могут составлять до 50% 
и более [1–3], что негативно сказывается на продо-
вольственной безопасности и экономической ста-
бильности. Описано более 40 вирусов, заражающих 
картофель в естественных условиях, однако только 
девять из них имеют важное экономическое зна-
чение для мирового картофелеводства. Это – ви-
рус скручивания листьев картофеля (Potato leafroll 
virus – PLRV), A, M, S, V, X и Y вирусы картофеля 
(Potato viruses A, M, S, V, X, Y – PVA, PVM, PVS, 
PVV, PVX и PVY), вирус метельчатости верхушек 
картофеля (Potato mop-top virus – PMTV) и ви-
рус погремковости табака (Tobacco rattle virus – 
TRV). Все эти вирусы имеют геном, представлен-
ный оцРНК. Передача вирусов осуществляется 
насекомыми-векторами (PVY, PLRV, PVM и PVS), 
через клубни и при механических повреждениях. 
Основными патогенами, вызывающими потери уро-
жая и снижение качества картофеля, являются 
вирусы картофеля PVY, PVS, PVM, PLRV и PVХ 
[2, 4, 5]. Карантинными объектами, присутствие ко-
торых выявляют в элитном и семенном картофеле 
высоких репродукций в РФ, являются восемь виру-
сов картофеля: PLRV, PVA, PVM, PVS, PVX, PVY, 
PMTV и TRV. Экономический ущерб от заражения 
растений картофеля перечисленными вирусами ва-
рьирует в зависимости от штамма вируса, наличия 
смешанных инфекций, активности переносчиков 
(векторов), региона (географической территории), 
климатических условий и в целом от уровня раз-
вития сельского хозяйства [2, 4–6].

Борьба с вирусными эпидемиями и разработка 
современных методов защиты сельскохозяйствен-
ных растений от вирусных инфекций требует мо-
ниторинга распространения вирусов растений и их 
новых вариантов, возникающих в результате гене-
тической эволюции, передачи от природных расте-
ний-резервуаров, смешанных инфекций, изменений 
в сельскохозяйственной практике и глобально-
го потепления [3, 5]. Для решения этой проблемы 
разработаны схемы сертификации посадочного 
материала, проводимой специализированными ла-
бораториями, которые осуществляют диагностику 
и оздоровление сортов картофеля. Проводится се-
лекция картофеля на устойчивость к вирусным ин-
фекциям. Для борьбы с насекомыми-переносчика-
ми вирусных инфекций используются пестициды. 
В настоящее время актуальным направлением раз-
вития высокоэффективного картофелеводства стало 
создание устойчивых к вирусным инфекциям ли-

ний/сортов картофеля с помощью технологий био-
инженерии, основной из которых является редак-
тирование генома с помощью метода CRISPR-Cas. 
Альтернативным методом защиты растений от ви-
русов является активно разрабатываемая инно-
вационная стратегия, основанная на механизме 
РНК-интерференции, с использованием экзогенных 
дцРНК, специфичных к нуклеотидной последова-
тельности вирусного генома [7]. 

К настоящему времени опубликованы только 
несколько исследований, описывающих штаммы/
изоляты вирусов картофеля и их распространение 
на территории РФ [8–11]. Так, в Европейской ча-
сти РФ и Иркутской области выявлен высокий уро-
вень зараженности картофеля вирусами PVM, PVS 
и PVY. Вирусы картофеля PVM, PVS, PVY, PVX 
и PLRV выявлены в листьях и клубнях картофе-
ля, образцы которых собраны в Северо-Западном, 
Поволжском и Дальневосточном федеральных 
округах (ФО) РФ [11]. Оказалось, что вирусы PVY, 
PVM и PVS наиболее часто инфицируют расте-
ния картофеля и в Новосибирском регионе [12]. 
В Приморском крае детектирован вирус картофеля 
Р, молекулярная характеристика которого показала, 
что это отдельный российский изолят [10, 11]. 

Основными методами анализа вирусных инфек-
ций картофеля и характеристики штаммов и изо-
лятов вирусов являются различные методы ИФА 
с применением вирус-специфических антител 
и метод ПЦР с обратной транскрипцией (ОТ-ПЦР). 
В связи с чем филогенетический анализ штаммов 
вирусов основан, как правило, на нуклеотидных 
последовательностях, кодирующих отдельные ви-
рус-специфические белки, главным образом, белки 
оболочки. В последние годы для диагностики и из-
учения состава популяций вирусов начали при-
менять метод секвенирования нового поколения 
[13–15]. В настоящей работе мы использовали этот 
метод для секвенирования РНК из листьев и клуб-
ней картофеля (РНК-сек) с последующей сборкой 
полноразмерных вирусных геномов de novo для вы-
явления основных экономически важных виру-
сов картофеля в 18 регионах РФ, различающихся 
по климатическим условиям, растениям-резервуа-
рам и векторам-переносчикам. В работе представ-
лены результаты анализа данных, полученных 
на материале, собранном в 2021–2024 гг. Целью на-
стоящей работы было не только получение данных 
о распространении вирусов картофеля в отдельных 
областях РФ, но и данных о полных последователь-
ностях геномов этих РНК-содержащих вирусов, 
для которых характерен высокий уровень реком-
бинаций и точечных мутаций. В работе анализиро-
вали РНК из рандомно собранных образцов листьев 
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растений первого полевого поколения и семенного 
картофеля высоких репродукций (супер-суперэли-
ты и суперэлиты), выращенных на коммерческих 
полях, и из листьев проростков клубней этих расте-
ний. Показано, что в течение полевого сезона основ-
ными вирусами, заражающими растения картофеля, 
являются PVY, PVM и PVS. Причем вирусы PVM 
и PVS обнаружены только в некоторых областях, 
тогда как различные рекомбинанты PVY цирку-
лируют повсеместно, в их числе выявлены так на-
зываемые редкие и новые рекомбинанты, в част-
ности, описанные нами ранее [16]. В отдельных 
регионах отмечено также появление вируса PLRV. 
Существенно также, что в клубнях картофеля вы-
явлены основные и наиболее экономически опасные 
вирусы, такие как PVY и PLRV. Полученные дан-
ные важны не только для разработки мер контроля 
распространения вирусов картофеля на основании 
мониторинга их географического распределения, 
они также используются для разработки биологиче-
ских средств защиты картофеля от вирусов на ос-
нове дцРНК, специфичных к последовательности 
генома вируса, для индукции в растениях механиз-
ма РНК-интерференции, который элиминирует ви-
русную РНК. 

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ 

Отбор проб растений
В качестве объектов исследования использова-
ли растения картофеля (Solanum tuberosum L.). 
Отбор листовых образцов и сбор клубней проводи-
ли на сельскохозяйственных полях коммерческо-
го назначения в период 2021 по 2024 г. в различ-
ных регионах РФ. Образцы 14 сортов картофеля, 
различающихся восприимчивостью к вирусным 
инфекциям, были отобраны в 18 регионах РФ: 
Северо-Западный ФО – Псковская и Новгородская 
области; Центральный ФО – Московская, Брянская, 
Орловская, Тверская, Костромская, Ярославская, 
Владимирская, Тамбовская области; Приволжский 
ФО – Нижегородская, Пензенская области 
и Республика Татарстан; Северо-Кавказский ФО – 
Ставропольский край; Южный ФО – Астраханская 
область и Краснодарский край; Уральский ФО – 
Свердловская и Тюменская области.

Отбор листовых образцов проводили спустя 2–3 
месяца после посадки клубней в поле. Пробы от-
бирали случайным образом, равномерно по пло-
щади посева, без предпочтения по внешним при-
знакам растений. Для каждого сорта/генотипа был 
собран материал (образец) в среднем с 25–60 рас-
тений. Для сохранности растительной ткани высеч-
ки из листьев собирали в пробирки с фиксатором 

РНК («Евроген», Россия). Клубни отбирали в конце 
периода вегетации и хранили в течение 3–5 меся-
цев при температуре +4°C, по 30–60 клубней каж-
дого сорта. По истечении периода покоя из каждого 
клубня вырезали индекс из апикальной (верхушеч-
ная почка) части. Один клубень – один индекс – 
один проросток. Индексы подсушивали на возду-
хе 1 сут, а потом высаживали в ящики с торфом. 
Проростки выращивали в теплице в контролируе-
мых условиях, защищенных от доступа насекомых, 
при температуре 21–22°C в течение 3–4 недель 
до стадии 5–8 листьев. Образец для анализа содер-
жал высечки листьев с 30–60 проростков.

Выделение РНК и высокопроизводительное 
секвенирование
Образцы растительной ткани (высечки листьев 
растений c поля и листьев проростков клуб-
ней) замораживали в жидком азоте и гомогени-
зировали в ступке с пестиком до состояния пу-
дры. Тотальную РНК выделяли с использованием 
реагента TRIzol (Invitrogen™ TRIzol™ Reagent, 
ThermoFisher Scientific™, США) в соответствии 
с протоколом производителя. Полученные образ-
цы РНК растворяли в воде, свободной от нуклеаз 
(NFW, Thermo Fisher Scientific™, США), и обраба-
тывали ДНКазой I (RNase-free DNase I, Thermo 
#EN0523, США), после чего повторно осажда-
ли РНК тризол-хлороформом. Количество и ка-
чество выделенной РНК оценивали с помощью 
спектрофотометра NanoDrop ND-1000 (Nanodrop 
Technologies, США) и электрофореза в 1.5% неде-
натурирующем агарозном геле. 

Оценка качества образцов РНК (определение RIN 
каждого образца), подготовка библиотек для секве-
нирования и само секвенирование проведено на ис-
следовательском оборудовании компании CeGaT 
GmbH (Тюбинген, Германия). Библиотеки для сек-
венирования РНК, включая деплецию рРНК, гото-
вили с использованием TruSeq Stranded Total RNA 
в сочетании с набором Ribo-Zero (Illumina, США). 
Готовые библиотеки секвенировали с использовани-
ем системы Illumina NovaSeq 6000 с параметрами 
PE100 (2*100 парноконцевые чтения). Всего проана-
лизировано 113 образцов (49 листовых и 64 клубне-
вых проб).

Полученные 113 библиотек РНК-секвенирования 
(РНК-сек) содержали от 2.701.505.437 до 12.600.931.349 
парных чтений (2 × 100 п.н.) при значениях Q30 
от 84.43 до 95.88%. Демультиплексирование проводи-
ли с использованием bcl2fastq v2.20 (Illumina), удале-
ние адаптеров – с помощью Skewer v0.2.2, а контроль 
качества чтений – с применением FastQC v0.11.9 
и SeqKit v2.3.0. 
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Обработка и анализ данных 
РНК-секвенирования
Сборка геномов вирусов de novo была проведена 
с использованием алгоритмов Trinity v2.15.2 [17] 
и rnaviralSPAdes v3.15.4 [18]. При проведении ре-
ференсной сборки выполняли анализ образцов 
на наличие вирусов картофеля PVY, PVX, PVS, 
PVM, PLRV, PVA, PVP, TMV, PVT, PVV, TNV, PRDV, 
PAMV, AMV, TRV и PMTV с применением программ 
HISAT2 v2.1.0 [19], samtools и bcftools. Нами иден-
тифицированы контиги, содержащие полноразмер-
ные последовательности геномной РНК: PVY – 158 
контигов; PVS – 27 контигов; PVM – 127 контигов; 
PLRV – 6 контигов и один контиг с полноразмер-
ной последовательностью генома PVP. Эти контиги 
были отобраны для дальнейшего анализа и отделе-
ны от остальных контигов из сборок. Трансляция 
собранных нуклеотидных последовательностей вы-
полнена с помощью программы NCBI ORFfinder 
v0.4.3. [20]. Все полноразмерные контиги содержали 
открытые рамки считывания, характерные для дан-
ных вирусов. Таксономическую классификацию ну-
клеотидных и транслированных аминокислотных 
(белковых) последовательностей проводили с ис-
пользованием алгоритма BLAST (BLASTn v2.14.0+) 
и базы данных NCBI [21]. Для оценки качества 
сборки и исправления возможных ошибок исход-
ные прочтения сопоставляли с полученной сборкой. 
Сопоставление проводили на основе картирования 
с использованием HISAT2 v2.1.0 [19]. Проверку сбо-
рок на наличие однонуклеотидных ошибок, корот-
ких вставок, делеций и разрывов проводили с по-
мощью программы Tablet v1.21.02.08 [22].

Множественные выравнивания нуклеотидных 
последовательностей выполняли с использованием 
программы MAFFT v7.453 с параметрами по умол-
чанию. Для исключения некорректно выровненных 
и сильно дивергентных участков применяли про-
грамму Gblocks v0.91b с настройками по умолчанию, 
после чего полученные фрагменты конкатенировали 
[23]. Концевые 5′- и 3′-области последовательностей 
были обрезаны для формирования выравнивания 
из полноразмерных кодирующих последовательно-
стей. Филогенетический анализ проводили в про-
грамме IQ-TREE v1.6.12 методом максимального 
правдоподобия (maximum likelihood, ML) с исполь-
зованием 1000 бутстреп-реплик для оценки стати-
стической значимости и автоматического выбора 
модели. Большинство кластеров демонстрировали 
высокие уровни поддержки (>87.5), что подтвержда-
ет надежность полученной топологии. Визуализацию 
деревьев осуществляли с помощью iTOL v7.2.1 [24].

Последовательности отобранных контигов и би-
блиотеки были размещены в базе NCBI, номер про-

екта PRJNA13227266. Сводные данные по образцам 
и библиотекам РНК-секвенирования представлены 
в дополнительной табл. 1.

Статистический анализ
Статистический анализ выполняли с применением 
χ²-критерия Пирсона для выявления различий в ча-
стоте смешанных инфекций в зависимости от года 
и региона; при ожидаемых частотах менее пяти на-
блюдений категории объединяли, уровень статисти-
ческой значимости устанавливали при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Основные вирусы картофеля, выявляемые 
в регионах России
Мониторинг вирусных заболеваний картофеля, 
проведенный в ряде регионов РФ, выявил значи-
тельные различия в частотах распространения 
различных вирусов. Всего нами выявлено пять ви-
русов картофеля – PVY, PVM, PVS, PLRV и PVP 
(рис. 1). Вирус картофеля Y (PVY) оказался наи-
более распространенным – его присутствие за-
фиксировано во всех исследованных регионах, 
что подтверждает его высокую эпидемиологиче-
скую значимость. Вторым по частоте выявления 
оказался вирус картофеля M (PVM), обнаружен-
ный в Центральном ФО (Московская, Ярославская 
и Брянская области), Южном ФО (Астраханская 
область и Краснодарский край) и Уральском ФО 
(Свердловская и Тюменская области). Вирус кар-
тофеля S (PVS) обнаружен в тех же регионах, 
что и PVM, за исключением Тюменской области. 
Вирус скручивания листьев картофеля (PLRV) 
выявлен только в Московской (Центральный ФО) 
и Новгородской областях (Северо-Западный ФО), 
что указывает на его ограниченное распростране-
ние. Вирус картофеля P (PVP) обнаружен только 
в Свердловской области (Уральский ФО). Ни в од-
ном из анализируемых образцов не обнаружен 
вирус картофеля Х и вироид веретеновидности 
клубней картофеля. Таким образом, наши данные 
о наибольшей частоте встречаемости вирусов PVY, 
PVM и PVS соответствуют данным, полученным ра-
нее в изученных регионах РФ [8–12], и свидетель-
ствуют о высокой географической вариабельности 
распространения различных вирусов картофеля, 
при этом PVY демонстрирует наибольшую адаптив-
ность и устойчивость к климатическим и географи-
ческим условиям.

В 50% образцов (56 из 113) выявлены смешан-
ные инфекции (более одного вируса на образец). 
Присутствие отдельных вирусов в составе смешан-
ных инфекций распределилось следующим образом: 
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PVM – в 51 образце из 56 (91%); PVY – в 47 из 56 
(84%); PVS – в 15 из 56 (27%); PLRV – в 5 из 56 
(9%); PVP – в 1 из 56 (2%). В составе смешанных ин-
фекций выявлены следующие комбинации вирусов: 
PVM + PVY – в 35 образцах; PVM + PVS – в семи; 
PVM + PVS + PVY – в шести и PLRV + PVM + 
PVY – в четырех, PVS + PVY в двух и PVM + PVP 
+ PVY – в одном, PLRV + PVY – также в одном. 
Таким образом, при смешанной инфекции наиболее 
часто встречалась комбинация PVM + PVY (около 
59% случаев смешанных инфекций). Каждая пятая 
проба содержала до трех вирусов, чаще с участи-
ем PVM и PVY. PVS встречался реже и в соста-
ве двойных и тройных сочетаний. Доля смешан-
ных инфекций по годам: 2021 г. – 44.2% (23 из 52); 
2022 г. – 50.0% (7 из 14); 2023 г. – 78.6% (11 из 14); 
2024 г. – 45.5% (15 из 33). Максимальная доля от-
мечена в 2023 г., однако объем выборки в этом году 
был ограничен (n = 14).

Статистический анализ с использованием χ²-
критерия Пирсона показал, что различия в доле 
смешанных инфекций по годам (2021–2024 гг.) 
не достигали статистической значимости (χ² = 6.94; 
p = 0.074), хотя наблюдалась тенденция к ко-
лебаниям с наибольшими значениями в 2023 г. 
(78.6%). В случае комбинации PVM + PVY уста-
новлены достоверные различия между годами 
(χ² = 10.06; p = 0.018), тогда как у других сочета-
ний статистическая значимость отсутствовала. 
Межрегиональное сравнение выявило значимые 
различия (χ² = 24.68; p < 0.001): наиболее высокая 
доля смешанных инфекций отмечена в Московской 
(70%) и Свердловской (76%) областях, наименьшая 

– в Астраханской (27%) и группе «Прочие» (24%). 
Категория «Прочие» включала регионы с числом 
образцов менее пяти, объединенные для соблюде-
ния требований применимости χ²-критерия. Частота 
комбинации PVM + PVY также достоверно раз-
личалась между регионами (χ² = 26.71; p < 0.001), 
что указывает на выраженную территориальную 
неоднородность распространения данной комбина-
ции.

Смешанные инфекции представляют значитель-
ную проблему, поскольку патогенность отдельных 
вирусов может существенно возрастать при одно-
временном заражении растения двумя и более не-
родственными вирусами [2]. Полученные результаты 
подчеркивают высокую вероятность формирования 
коинфекций в популяциях вирусов картофеля и не-
обходимость их учета при эпидемиологическом мо-
ниторинге и разработке эффективных стратегий за-
щиты растений.

Распространение и филогенетический анализ 
Y вируса картофеля (PVY) 
Филогенетический анализ, проведенный с исполь-
зованием 158 собранных полноразмерных контигов 
PVY, которые включают полную последовательность 
полипротеина PVY, вместе с 165 репрезентативны-
ми изолятами PVY из GenBank, продемонстриро-
вал значительное разнообразие вариантов PVY 
(Potato virus Y, род Potyvirus, семейство Potyviridae) 
в изученных регионах РФ (рис. 2). 

Ранее нами [25] был проведен анализ данных 
РНК-сек образцов картофеля, собранных в 2021–
2022 гг. только в двух регионах – Астраханской 
(ЮФО) и Московской (ЦФО) областях, который по-
казал доминирование рекомбинантов PVY – NTNa 
и NTNb. При этом в Астраханской области регистри-
ровалось значительно более высокое разнообразие 
популяции PVY, представленное дополнительными 
рекомбинантами N:O, N-Wi, SYR-I, SYR-II, SYR-III 
и 261-4, тогда как в Московской области спектр огра-
ничивался пятью вариантами: NTNa, NTNb, N:O, 
N-Wi и SYR-I. Эти результаты позволили нам оха-
рактеризовать различия в популяции PVY между 
южным и центральным регионами РФ.

В настоящей работе география выборки была 
существенно расширена, что позволило дополнить 
ранее полученные данные анализом новых образ-
цов из различных регионов РФ. Результаты по двум 
регионам (Астрахань и Москва), полученные ранее, 
были встроены в более широкую картину распреде-
ления вариантов PVY на территории РФ. 

Показано, что рекомбинанты NTNa и NTNb до-
минируют практически во всех исследованных ре-
гионах. Причем в Псковской, Новгородской (СЗФО), 

Рис. 1. География распространения вирусов картофе-
ля в регионах РФ. Регионы РФ сгруппированы по фе-
деральным округам: СЗФО – Северо-Западный, 
ЦФО – Центральный, ПФО – Приволжский, СКФО – 
Северо-Кавказский, ЮФО – Южный, УрФО – Ураль-
ский. Линии обозначают вирусы: PVY (Potato virus Y), 
PVM (Potato virus M), PVS (Potato virus S), PLRV (Potato 
leafroll virus), PVP (Potato virus P). Точки соответствуют 
регионам, в которых обнаружены соответствующие 
вирусы

PVY 
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 PVS

 PLRV
 PVP
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Рис. 2. Филогенетические взаимосвязи контигов PVY, полученных de novo и при референсной сборке на тер-
ритории РФ, с ранее охарактеризованными изолятами PVY. Филогенетическое дерево построено методом 
максимального правдоподобия на основе полных кодирующих нуклеотидных последовательностей. Узлы по-
строенного филогенетического дерева аннотированы значениями бутстрепа для 1000 реплик и визуализированы 
на ветвях кружками различного размера (от 50–60% для наименьших до 90–100% для наибольших). Для ранее 
охарактеризованных изолятов показан регистрационный номер GenBank. Голубым цветом выделены кластеры 
с вариантами PVY, относящиеся к N-типу, розовым цветом – варианты вируса, принадлежащие к O-типу. Конти-
ги, идентифицированные в настоящей работе, выделены жирным шрифтом

Орловской, Пензенской (ЦФО), Нижегородской 
(ПФО), Ставропольской (СКФО) и Тюменской об-
ластях (УрФО) определены исключительно реком-
бинанты NTNa/NTNb. В работе 2021 г. [11] при ана-

лизе образцов картофеля из различных регионов 
РФ основным вариантом был NTNa. Очевидно, 
что за прошедшие годы вариант NTNb распростра-
нился по регионам РФ так же широко, как и вари-

Бутстреп

Кластер 1  

Кластер 2
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ант NTNa. Вместе с тем, в образцах из клубней, 
собранных в Костромской, Ярославской областях 
(ЦФО) и в Республике Татарстан (ПФО) нами вы-
явлены только варианты N-Wi, N-Wi и SYR-III со-
ответственно (все они относятся к родительскому 
типу N). Следует отметить, что распространение ре-
комбинанта N-Wi также расширилось за последние 
годы (рис. 3): он выявлен нами в материале из семи 
областей РФ. 

 Среди выявленных нами вариантов обнаружена 
последовательность, родственная так называемо-
му редкому рекомбинанту PVY-ND23 [26]. Анализ 
нуклеотидной последовательности варианта PVY 
T24Ta10 из Тамбовской области (ЦФО) показал 
высокую степень сходства с изолятом KY847997.1 
из GenBank, обнаруженным в США в  2017  г. 
Значения идентичности составили 99.36% при 99% 
покрытии, что указывает на их тесное филогене-
тическое родство. Референсный изолят относится 
к генотипу N:O, но со сдвинутой точкой рекомбина-
ции на 5’-конце вирусной РНК. Построенное фило-
генетическое дерево подтверждает кластеризацию 
варианта T24Ta10 с данным генотипом, что свиде-
тельствует о его близкой эволюционной связи с ука-
занным референсным штаммом [27].

Наибольшее разнообразие рекомбинантных ва-
риантов PVY зафиксировано в образцах, собран-
ных в Астраханской (ЮФО) и Московской (ЦФО) 
областях. В этих регионах выявлены практически 
все основные клады, представленные как доми-
нирующими рекомбинантами NTNa, NTNb, N-Wi, 
так и дополнительными вариантами SYR-I, SYR-II, 
SYR-III, N:O, 261-4 (по результатам нашей работы 
[25] и данным 2023–2024 гг.). Следует, однако, отме-
тить, что высокую вариабельность популяции виру-
са, наблюдаемую в этих областях, частично можно 
объяснить тем, что число проанализированных об-
разцов из этих регионов было наибольшим по срав-
нению с другими территориями.

При анализе данных РНК-сек образцов 2021–
2022 гг. из Астраханской области мы впервые опи-
сали новые рекомбинанты PVY – Ast-A-I и Ast-A-II 
[16]. Контиги, относящиеся к этим рекомбинантным 
вариантам PVY, получены и при анализе клубне-
вых образцов 2023–2024 гг. из Астраханской об-
ласти. Интересно, что эти варианты обнаружены 
в 2024 г. также в образцах из клубней, получен-
ных из Брянской и Владимирской областей (ЦФО) 
и из Краснодарского края (ЮФО), что свидетель-
ствует об их закреплении в популяции вируса PVY.

Таким образом, по данным филогенетическо-
го анализа в исследованных регионах РФ цирку-
лируют две устойчивые филогенетические линии 
PVY. Первая линия представлена доминирующи-

ми рекомбинантами, относящимися к родитель-
скому типу N, вторая, более разнообразная груп-
па, включает рекомбинанты родительского типа O. 
Варианты, принадлежащие типам PVY-C, PVY-O5 
и PVY-NA-N, нами не обнаружены. Наличие ред-
ких вариантов (Ast-A-I, Ast-A-II, 261-4, ND23) мо-
жет свидетельствовать как о высокой динамике эво-
люционных процессов в популяции вируса (рис. 3), 
так и высокой вероятности заноса этих вариантов 
вируса PVY c семенным материалом. 

Проведенные ранее исследования вариантов 
PVY в различных регионах РФ также свидетель-
ствовали о широком распространении этого ви-
руса [8–12]. Интересно, что если в материале, со-
бранном в 2015–2018 гг. с коммерческих полей, 
наряду с NTN еще детектировался и родитель-
ский нерекомбинантный штамм PVYО [9], то в по-
следующие годы выявлялись только рекомби-
нанты PVY – NTNa, N:O, N-Wi – в СЗФО, ПФО 
и Дальневосточном ФО (ДВФО), рекомбинанты 
SYR-I, SYR-II и 261-4 в ПФО [11] и NTNa, SYR-III 
и 261-4 в Новосибирском регионе [12].

В целом следует отметить заметное увеличе-
ние разнообразия рекомбинантных вариантов PVY 
за последние годы. Очевидный пример – реком-
бинант 261-4, который был обозначен как редкий 
[27] и впервые был обнаружен в РФ на территории 
ДВФО [11]. В последнее время этот рекомбинант 
выявлен в Новосибирском регионе [12], а также 
нами в Московской и Астраханской областях.
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Рис. 3. Географическое распределение рекомби-
нантных вариантов PVY, выявленных в регионах РФ. 
Регионы сгруппированы по федеральным округам 
(СЗФО – Северо-Западный, ЦФО – Центральный, 
ПФО – Приволжский, СКФО – Северо-Кавказский, 
ЮФО – Южный, УрФО – Уральский). Слева даны на-
звания выявленных рекомбинантов PVY. Точки указы-
вают на присутствие соответствующего варианта PVY 
в регионе РФ
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Бутстреп

Кластер 1  

Кластер 2

Рис. 4. Филогенетические взаимосвязи между de novo контигами PVM, выявленными в РФ, и ранее охарактеризо-
ванными изолятами PVM. Филогенетическое дерево построено методом максимального правдоподобия на ос-
нове полных кодирующих нуклеотидных последовательностей. Узлы построенного филогенетического дерева 
аннотированы значениями бутстрепа для 1000 реплик и визуализированы на ветвях кружками различного размера 
(от 50–60% для наименьших до 90–100% для наибольших). Показаны регистрационные номеры GenBank ранее 
охарактеризованных изолятов. Контиги, идентифицированные de novo в настоящей работе, выделены жирным 
шрифтом

Филогенетический анализ и географическое 
распространение M, S и P вирусов картофеля
Мы провели филогенетический анализ полученных 
полногеномных контигов M и S вирусов картофеля, 
сопоставив их с полногеномными последователь-

ностями родственных вирусов, доступными в базе 
данных GenBank NCBI (рис. 4, 5). 

На филогенетическом дереве, построенном на ос-
новании изученных последовательностей штам-
мов/изолятов M вируса картофеля (Potato virus M, 
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PVM, род Carlavirus, семейство Betaflexiviridae), 
выделяются два кластера – кластер 1 (выде-
лен голубым цветом) и кластер 2 (розовый цвет), 
свидетельствующие о наличии двух основных 
филогенетических линий (рис. 4). Кластер 1 объ-
единяет большинство последовательностей и ха-
рактеризуется высокой внутригрупповой вари-
абельностью, что может указывать на широкое 
географическое распространение или на длитель-
ную эволюцию вируса внутри популяции. В него 
входят наши последовательности, выявленные 
в образцах из различных регионов РФ, включая 
области Московскую, Ярославскую и Орловскую 
ЦФО, Астраханскую область и Краснодарский 
край ЮФО и Свердловскую и Тюменскую области 
УрФО. Кластер 2 включает только контиги из об-
разцов, собранных в Московской области (ЦФО), 
и нуклеотидные последовательности геномов PVM 
из Словакии, Канады и Германии. При этом вну-
три кластера выявленные нами последовательности 
PVM образуют ветвь, наиболее близкую к после-
довательностям из Словакии, что может свиде-
тельствовать о наличии общего источника или не-
давнего обмена генетическим материалом между 
популяциями. Особый интерес представляет после-
довательность контига PVM, выявленного в образце 
из Брянской области (ЦФО), которая занимает про-
межуточное положение между двумя кластерами. 
Аналогичную позицию демонстрирует и последова-
тельность OL472244.1 из базы GenBank, полученная 
в Словении, что может указывать на возможные 
сходные рекомбинационные события или обмен ге-
нетическим материалом между популяциями, при-
ведшие к формированию этих промежуточных ге-
нотипов.

Номенклатура S вируса картофеля (Potato Virus 
S, PVS, род Carlavirus, семейство Betaflexiviridae) 
включает три основные филогенетические группы: 
PVSI, PVSII и PVSIII [28, 29]. Изоляты филогруппы 
PVSI (прежнее наименование PVSO) широко распро-
странены по всему миру, тогда как изоляты PVSII 
(прежнее наименование PVSА) чаще встречают-
ся в Чили, Колумбии и Бразилии [30, 31]. Кроме 
того, выделена третья филогруппа – PVSIII, кото-
рая ограничена Андским регионом Южной Америки 
(преимущественно Колумбией) [28]. В настоящем 
исследовании большинство контигов PVS, выявлен-
ных в Московской, Брянской и Орловской областях 
(ЦФО), Астраханской области и Краснодарском крае 
(ЮФО) и Свердловской области (УрФО) РФ, отнесе-
ны к филогенетической ветви штамма PVSI (рис. 5, 
кластер 1). В то же время филогенетический ана-
лиз показал, что два контига из клубней, собран-
ных в Свердловской (УрФО) и Брянской (ЦФО) 

областях, кластеризуются с изолятами штамма 
PVSII, что свидетельствует о первом подтвержден-
ном случае обнаружения этого штамма на террито-
рии РФ (рис. 5, кластер 2). Изоляты PVSO (PVSI), 
как правило, не вызывают выраженных симптомов 
у большинства коммерческих сортов картофеля, 
что способствует их скрытому распространению 
с посадочным материалом. В противоположность 
этому, изоляты PVSA (PVSII) обладают более вы-
сокой патогенностью и способны вызывать суще-
ственные потери урожая, что повышает их фитоса-
нитарную значимость для картофелеводства в РФ. 
Полученные данные свидетельствуют о наличии 
в образцах вариантов PVS, относящихся к двум ос-
новным филогенетическим линиям (PVSI и PVSII). 
Вариант PVSIII в российских образцах не обнаружен 
(рис. 5, кластер 3).

В образце клубней картофеля из Свердловской 
области (УрФО) нами выявлен P вирус картофе-
ля (Potato virus P, PVP, род Carlavirus, семейство 
Betaflexiviridae). Этот вирус встречается в России 
редко и не относится к числу экономически значи-
мых по сравнению с PVY, PVS и PVM, однако его 
выявление представляет интерес для мониторинга 
вирусных инфекций картофеля и оценки фитоса-
нитарного состояния посадочного материала. PVP 
впервые был обнаружен в Бразилии и Аргентине 
[32] и долгое время считалось, что его распро-
странение ограничено регионом Южной Америки. 
Симптоматика PVP на растениях картофеля вы-
ражена слабо и остается недостаточно изученной 
[32]. В России PVP был впервые идентифициро-
ван в 2018 г. [10]. Впоследствии, в 2021 г., случаи 
заражения картофеля PVP выявляли в основном 
на территории ДВФО и в меньшей степени в СЗФО 
[11]. Однако влияние вируса на урожайность карто-
феля пока не установлена, поскольку симптомы, вы-
зываемые российским изолятом PVP, не охаракте-
ризованы. Собранный нами полноразмерный геном 
PVP имеет длину 8394 нуклеотидов. Сравнительный 
анализ показал высокую степень сходства с ранее 
опубликованным российским изолятом – 97.89% 
идентичности по нуклеотидной последовательно-
сти при 100% покрытии (GenBank: LC480818.1) [10]. 
В то же время уровень идентичности с изолятом 
из Бразилии составил 77.85% при покрытии 85%. 
Эти данные подтверждают принадлежность образца 
к российской популяции PVP и позволяют рассма-
тривать его как региональный изолят.

Распространение и филогенетический анализ 
вируса скручивания листьев картофеля
Впервые на территории РФ в образцах расте-
ний картофеля с использованием метода высоко-
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Рис. 5. Филогенетические взаимосвязи между de novo контигами PVS, выявленными в РФ, и ранее охаракте-
ризованными изолятами PVS. Филогенетическое дерево построено методом максимального правдоподобия 
на основе полных кодирующих нуклеотидных последовательностей. Узлы построенного филогенетического 
дерева аннотированы значениями бутстрепа для 1000 реплик и визуализированы на ветвях кружками различного 
размера (от 50–60% для наименьших до 90–100% для наибольших). Для ранее охарактеризованных изолятов 
приведен регистрационный номер GenBank и тип вируса. Контиги, идентифицированные de novo в настоящей 
работе, выделены жирным шрифтом

производительного секвенирования была выяв-
лена и охарактеризована полная нуклеотидная 
последовательность кодирующей области (CDS) 
вируса скручивания листьев картофеля (Potato 

leafroll virus, PLRV, род Polerovirus, семей-
ство Solemoviridae). Вирус определен в образ-
цах растений картофеля из Московской (ЦФО) 
и Новгородской областей (СЗФО). В Московской об-
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ласти PLRV выявлен в различных категориях по-
садочного материала картофеля. В частности, PLRV 
обнаружен в листьях и клубнях растений перво-
го полевого поколения, а также в листьях расте-

Бутстреп

Кластер 1

Кластер 2

Рис. 6. Филогенетические взаимосвязи между de novo контигами PLRV, выявленными в РФ, и ранее охаракте-
ризованными изолятами PLRV. Филогенетическое дерево построено методом максимального правдоподобия 
на основе полных кодирующих нуклеотидных последовательностей. Узлы построенного филогенетического 
дерева аннотированы значениями бутстрепа для 1000 реплик и визуализированы на ветвях кружками различного 
размера (от 50–60% для наименьших до 90–100% для наибольших). Для ранее охарактеризованных изолятов 
показан регистрационный номер GenBank и тип вируса. Контиги, идентифицированные de novo в настоящей ра-
боте, выделены жирным шрифтом

ний категории супер-суперэлита, что указывает 
на возможность присутствия вируса даже в высо-
ких репродукционных категориях семенного карто-
феля. В общей сложности из образцов, собранных 
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в Московской области, получено пять полных CDS-
последовательностей PLRV. Дополнительно одна 
полная CDS-последовательность получена из об-
разца клубней из Новгородской области. 

Филогенетический анализ и анализ парных ге-
нетических расстояний показал, что выявленные 
нами варианты PLRV формируют две различаю-
щиеся филогруппы (рис. 6). Кластер 1 – вариан-
ты T23_M_8_2, L23_M_26_1 и T24_NN_21_1, со-
бранные в Московской и Новгородской областях. 
Эти варианты демонстрируют высокую степень 
сходства между собой (0.0009–0.0239), формируют 
собственный миникластер и могут представлять 
локальную сублинию. Сравнение наших контигов 
с последовательностями из других баз данных по-
казало, что эти варианты наиболее близки к арген-
тинским изолятам (например, GenBank: KY856831) 
и австралийским геномам PLRV (например, изо-
лят D13953.1, GenBank). Кластер 2 включает все 
варианты из Московской области T23_M_8_1, 
L24_M_11_1 и L24_M_13_1, которые полностью 
идентичны между собой, но значительно отлича-
ются от изолятов, представленных в кластере 1 
(≈0.0594). Ближайшими к нашим образцам оказа-
лись геномы серии MN68937x–MN68939x (GenBank), 
зарегистрированные как изоляты из Кении. Вторая 
крупная ветвь кластера 2 включает отдельные ге-
номы из Азии и Европы (например, серии EF и HQ 
из Китая, Индии, Нидерландов и др., GenBank). Эта 
группа филогенетически удалена от наших вариан-
тов и формирует самостоятельную эволюционную 
линию, не связанную напрямую с африканской вет-
вью. Такое распределение свидетельствует о том, 
что часть наших изолятов принадлежит к фило-
генетической линии, представленной изолятами, 
циркулирующими в Восточной Африке, а часть 
изолятов обособлена и находится вблизи вет-
вей изолятов PLRV, выделенных в Аргентине 
и Австралии, что может свидетельствовать о мно-
жественных независимых путях заноса вируса. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Нами проведено широкомасштабное исследование 
распространения и генетического состава популя-
ций основных экономически важных вирусов кар-
тофеля в 18 регионах шести федеральных округов 
РФ. Исследования проведены на образцах карто-

феля высоких семенных репродукций, исходно по-
лученных из оздоровленных (безвирусных) семян 
картофеля, на коммерческих полях в условиях 
естественного инфицирования тлями-векторами, пе-
реносящими основные вирусы картофеля. Показано 
повсеместное распространение исключительно ре-
комбинантных вариантов PVY, включая NTNa, 
NTNb, N-Wi, N:O, SYR-I, SYR-II, SYR-III, 261-4, 
большинство из которых вызывает некротическую 
кольцевую болезнь клубней. Выявлены единичные 
случаи появления другого крайне опасного, наряду 
с PVY, вируса PLRV. Во многих регионах выявле-
ны вирусы PVM и PVS, причем последний пред-
ставлен не только слабопатогенными вариантами, 
относящимися к филогруппе PVSI, но и вариантами 
филогруппы PVSII, изоляты которой обладают зна-
чительной патогенностью. Существенно, что многие 
вирусы обнаружены не только в образцах листьев 
растений картофеля, но и в клубнях, что предпола-
гает их передачу следующим поколениям растений 
с семенным материалом. Выявленные географиче-
ские различия могут быть обусловлены сезонными 
и климатическими особенностями регионов, а также 
сортовой структурой посадок, что требует отдельно-
го анализа. Отдельно следует отметить, что молеку-
лярное разнообразие вирусов картофеля и их рас-
пространение на территории РФ увеличивается год 
от года, причем отмечено появление вариантов с бо-
лее высокой патогенностью. Полученные результа-
ты указывают на важность регулярного мониторин-
га вирусных популяций, тщательного выполнения 
фитосанитарных правил и актуальность разработки 
новых стратегий борьбы с вирусными инфекциями 
картофеля. 
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ВВЕДЕНИЕ
Болезнь Паркинсона (БП) является одним из наи-
более распространенных нейродегенеративных за-
болеваний. По существующим оценкам более 1% 
людей в возрасте 65 лет и старше заболевают БП, 
а к 2030 году ожидается удвоение заболеваемости 
[1]. При БП, в частности, наблюдаются нарушения 
функций дофаминергических и других нейронов, 
моторных функций, а также изменения функций 
иммунной системы [2, 3]. Выявлены некоторые фак-
торы риска и молекулярные механизмы, приводя-
щие к возникновению БП, однако молекулярные 
основы патогенеза этого заболевания остаются не-
достаточно изученными.
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При болезни Паркинсона в нейральных 
клетках с мутациями в PARK2 снижается 
экспрессия генов иммунного ответа
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Нейровоспаление – ключевой процесс врож-
денного иммунитета, который помогает защитить 
мозг от патогенов разной природы. При этом на-
рушение процессов воспаления часто сопрово-
ждается развитием нейродегенеративных забо-
леваний [4–6]. В центральной нервной системе 
за функции врожденной иммунной защиты от-
вечают микроглия и астроциты, которые играют 
ключевую роль в нейровоспалительных процессах. 
Многочисленные данные, полученные в результате 
исследований как in vitro, так и in vivo, показыва-
ют, что нейровоспаление ассоциировано с патогене-
зом БП [7–15]. Множество данных свидетельствует 
о том, что нарушение нейроглиальных взаимодей-

РЕФЕРАТ Болезнь Паркинсона (БП) – одно из наиболее распространенных хронических нейродегенера-
тивных заболеваний. При БП наблюдаются изменения в экспрессии большого числа генов, что приво-
дит к нарушению различных функций организма. Опубликованы данные, свидетельствующие о важной 
роли изменений в системе врожденного иммунитета и нейровоспаления в патогенезе этого заболева-
ния. Однако точный механизм нарушения иммунного ответа в контексте патогенеза БП изучен далеко 
не полностью. В настоящей работе с помощью секвенирования транскриптома (RNA-seq) с последую-
щей количественной ПЦР обнаружена дифференциальная экспрессия генов, связанных с иммунным 
ответом, в клетках нейральных предшественников и глии, полученных из индуцированных плюри-
потентных стволовых клеток здоровых доноров и пациентов с БП, несущих мутации в гене PARK2. 
В клетках от пациентов с БП по сравнению с клетками здоровых доноров понижена экспрессия мно-
жества генов, участвующих в ряде сигнальных путей врожденного иммунитета, в частности, в канони-
ческом пути NFκB, неканоническом NFκB, TNFα/NFκB, IL6–STAT3, IL2–STAT5 и в ответах IFNγ и IFNα. 
Предложен механизм регуляции данных сигнальных путей в клетках нейральных предшественников 
у пациентов с БП с мутациями в гене PARK2. 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА болезнь Паркинсона, индуцированные плюрипотентные стволовые клетки, глия, ней-
ральные предшественники, дифференциальная транскрипция генов. 
СПИСОК СОКРАЩЕНИЙ БП – болезнь Паркинсона; ЗД – здоровые доноры; ДА-нейроны – дофами-
нергические нейроны; ДЭГ – дифференциально экспрессирующийся ген; НП – нейральные предше-
ственники; ПЦР – полимеразная цепная реакция; IFN – интерферон; IRF – факторы, регулирующие 
интерферон; RNA-seq – секвенирование полного транскриптома; TPM – число транскриптов на 1 млн 
картированных фрагментов.
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ствий при БП приводит к гибели нейронов [16–19]. 
Дофаминергические нейроны (ДА-нейроны) экс-
прессируют широкий спектр рецепторов цитокинов 
и хемокинов, поэтому они могут быть чувствитель-
ны к медиаторам воспаления [20]. Однако остается 
неясным, являются ли иммунные изменения след-
ствием начавшегося заболевания или его причиной. 
Изменения в реакциях врожденного иммунитета, 
в частности воспалительных, при БП, ассоцииро-
ванной с разными мутациями, изучены недостаточ-
но. В первую очередь это связано с ограниченными 
возможностями получения клинического материала 
от пациентов с БП. В настоящее время существу-
ет широкий спектр экспериментальных животных 
моделей БП и культивируемых клеток in vitro, по-
могающих обходить это ограничение и исследовать 
различные аспекты БП [21, 22].

 Одной из наиболее широко используемых моде-
лей БП являются индуцированные плюрипотентные 
стволовые клетки (ИПСК), полученные репрограм-
мированием фибробластов пациентов с БП, и их 
нейральные и глиальные производные. В настоящей 
работе в качестве модельной системы для поиска 
генов, дифференциально экспрессирующихся (ДЭГ) 
при БП и имеющих отношение к врожденному им-
мунитету, использовали клетки нейральных пред-
шественников (НП) и глии, полученные из ИПСК 
здоровых доноров (ЗД) и пациентов с БП, несущих 
различные мутации в гене PARK2. Мутации в гене 
PARK2 – это вторая по распространенности причи-
на развития моногенной формы БП с ранним нача-
лом [23]. Ген PARK2 кодирует убиквитин-E3-лигазу 
паркин, участвующую в контроле фолдинга белков-
субстратов, оценке качества митохондрий и дегра-
дации поврежденных митохондрий посредством ми-
тофагии [8, 24]. 

Получены отдельные указания на взаимосвязь 
между дисфункцией PARK2 и врожденными им-
мунными реакциями при БП [15], однако в целом 
этот вопрос остается открытым. В настоящей работе 
изучали экспрессию генов врожденного иммунного 
ответа у пациентов с мутациями в гене PARK2, ас-
социированными с БП.

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Клеточные линии. Подготовка РНК 
к секвенированию
Метод получения клеточных линий нейральных 
предшественников (НП) и глии, а также подготов-
ка к проведению RNA-seq описаны ранее [25–27]. 
Характеристика клеточных линий НП и  глии 
здоровых доноров (ЗД) и пациентов с БП приве-
дена в табл. 1S (Приложение 1). На рис. 1S и 2S 

(Приложение 1) приведены результаты иммуно-
цитохимического окрашивания глиальных кле-
ток антителами к маркеру астроцитов S100 и НП-
антителами к маркеру SOX1, свидетельствующие 
о высоком уровне представления указанных типов 
клеток. Cеквенирование РНК НП проводили соглас-
но [25], РНК глии – с использованием технологии 
Illumina NovaSeq 6000.

ПЦР-анализ в режиме реального времени
Количественную полимеразную цепную реакцию 
в реальном времени (РВ-кПЦР) проводили как опи-
сано в [27]. Использованные праймеры приведены 
в табл. 2S (Приложение 1).

Биоинформатический анализ
Картирование ридов по данным секвенирования 
РНК проводили согласно [25]. Для определения 
ДЭГ по числу ридов использовали пакет edgeR 
[27], в дальнейшем использовали ограничения 
по ДЭГ со значимостью Pval < 0.05. Значимость 
генных серий FDR (False Discovery Rate) и Pval 
выявляли методом GSEA [28]. Сигнальные пути 
анализировали с  использованием категории 
Hallmark50 (UC San Diego) (http://gsea-msigdb.org) 
[29], метода GSEA (Analysis of Gene Sets) [28], 
вычислительных возможностей и  ресурсов 
(http://www.webgestalt.org) и отобрали сигнальные 
пути с FDR < 0.05 и Pval < 0.05. Для оценки зна-
чимости ДЭГ по числу TPM использовали множе-
ственный t-тест (multiple t-test) [30].

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Сравнительный анализ транскриптомов 
нейральных предшественников и глиальных 
клеток пациентов с БП с мутациями в гене 
PARK2 и здоровых доноров
В настоящей работе проведен биоинформатический 
анализ данных RNA-seq транскриптома НП [25] 
и глиальных производных, полученных от пациентов 
с БП, несущих мутацию в гене PARK2, по сравне-
нию с клетками ЗД. С помощью анализа обогащения 
генов по функциональной принадлежности выявле-
ны серии генов с существенно измененным уров-
нем транскрипции как в НП, так и в глии пациен-
тов с БП по сравнению с клетками ЗД, относящихся 
к процессам врожденного и частично приобретенного 
иммунитета. К ним, в частности, относятся канони-
ческий и неканонический пути NFκB, TNFα/NFκB, 
IL6–STAT3, IL2–STAT5, а также пути ответа на IFNγ, 
IFNα (Hallmark50) и категории Генной онтологии 
(Gene Ontology, GO). В эти категории входят пре-
имущественно гены, экспрессия которых снижена 
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в клетках НП и глии пациентов с БП по сравне-
нию с клетками ЗД (Приложения 2, 3). В дальней-
ший анализ отобрали ДЭГ, относящиеся к выяв-
ленным нами путям иммунной системы и имеющие 
ТРМ > 10, по крайней мере, в одной из позиций 
(рис. 1, 2, 3). Функции ряда выявленных ДЭГ при-
ведены в табл. 3S (Приложение 1). 

Несколько ДЭГ участвуют сразу в нескольких 
выявленных нами обогащенных путях (рис. 2).

Среди ДЭГ выделяется большой набор генов, ко-
дирующих белки канонического и неканонического 
сигнальных путей NFκB и сигнального провоспа-
лительного пути TNFα/NFκB (рис. 1, 2), к которым 
относятся, в частности, гены, кодирующие субъеди-
ницы фактора транскрипции NFκB (NFKB1, NFKB2, 
RELA), ген NFKBIA (ингибитор NFκB), ген негатив-
ного регулятора SOCS3 сигнальных путей NFκB, ген 
подавления воспаления PIAS3, гены хемокинов CCL2, 
CXCL1, ICAM1, отвечающих за клеточную адгезию, 
гены PLAU, PLK2, вовлеченные в процессинг белков, 
гены PDGFC, VEGFA, кодирующие ростовые факто-
ры, ген PFKFB3, контролирующий гликогенез, и ген 
трансформирующего фактора роста TGFB2. Только 
у генов PFKFB3 и PNRC1 в НП пациентов с БП экс-
прессия выше, чем в клетках ЗД (рис. 1). 

В этой связи следует отметить, что современные 
представления об иммунном ответе на различные 
факторы включают участие канонического и нека-
нонического сигнальных путей NFκB и пути TNFα/
NFκB [31, 32]. Эти пути являются медиаторами им-
мунного ответа, влияющими на синтез цитокинов 
(интерферонов, интерлейкинов, хемокинов). При ин-
фекции активация генов провоспалительных белков 
семейства NFκB по каноническому пути реализуется 
через разрушение связи факторов этого семейства 
с ингибиторным комплексом, перемещением из цито-
плазмы клетки в ядро и транскрипции таргетных ге-
нов. Сигнальные пути TNFα/NFκB, IL6–STAT3 могут 
активироваться в ходе неканонического иммунного 
ответа на появление цитокинов, в частности TNFα. 

Пониженная экспрессия генов ингибиторного 
типа – SOCS3, NFKBIA [33, 34] и PIAS3 [35] – допу-
скает возможность динамического развития иммунно-
го ответа, сопряженного с сигнальными путями NFκB. 

Известно, что  IL6 является таргетным ге-
ном сигнального пути NFκB и индуктором пути 
IL6–JAK2–STAT3, активация которого приводит 
к развитию воспаления на уровне целого организма. 
Показано снижение экспрессии большинства генов, 
входящих в сигнальный путь IL6–STAT3 как в НП, 
так и в глии пациентов с БП по сравнению с клет-
ками ЗД (рис. 1Ж, З). Также наблюдали снижение 
экспрессии генов сигнального пути IL2–STAT5 – 
ITIH5, ALCAM, SLC2A3, WLS – и повышение экс-

прессии гена STAT5B в НП пациентов с БП по срав-
нению с НП ЗД, однако в клетках глии экспрессия 
генов этого пути не изменялась (рис. 1Ж, З).

В НП и глиальных клетках пациентов с БП об-
наружено также снижение экспрессии большого 
набора генов, кодирующих белки ответа на IFNα 
и IFNγ, по сравнению с клетками ЗД (рис. 3В, Г). 
Известно, что экспрессия генов интерферонов и ге-
нов, связанных с иммунитетом, стимулируется фак-
торами, регулирующими интерферон (IRF). В чис-
ло мишеней фактора IRF3 входят гены IFITM1–3. 
Продукты генов IFITM1–3 способны блокировать 
развитие вирусных инфекций, изменяя свойства 
мембран, причем продукт гена IFITM3 ингибирует 
широкий спектр вирусов, тогда как продукты генов 
IFITM1,2 специфичны в отношении довольно узко-
го круга вирусов [22, 36–39]. Известно, что актива-
ция IFITM1–3 связана с сигнальным путем, ассоци-
ированным с мембранным рецептором OSMR [40]. 
На рис. 2 и 3 приведены данные для генов сигналь-
ного пути OSMR (ассоциирован с БП [41]), SHC (ген 
адаптора сигнальной трансдукции), JAK1, MAP2K1, 
MAP2K2 (гены фосфокиназ) и других генов, вовле-
ченных в интерфероновый ответ: IFITM2,3, MVP, 
PFKP, VCAM1, VAMP5, TNFRSF1A, TYK2, PDGFC, 
имеющих значимо cниженную экспрессию в НП 
и глиальных клетках пациентов с БП по сравнению 
с клетками ЗД. Cнижение экспрессии генов сигналь-
ного пути OSMR может кумулятивно ослаблять пе-
редачу внеклеточного сигнала внутрь клетки.

Ген трансмембранного белка CD47 участвует 
в защите нейронов астроцитами и другими клетка-
ми иммунной системы, окружающими поврежден-
ные ДА-нейроны [42]. Пониженная экспрессия гена 
CD47 в НП пациентов с БП по сравнению с ЗД мо-
жет свидетельствовать об ослаблении нейропротек-
ции при развитии БП. 

Следует отметить также снижение экспрессии ге-
нов CXCL5, CXCL6, CXCL8, кодирующих хемокины, 
отвечающие за хемотаксис иммунных клеток к оча-
гам воспаления, в НП пациентов с БП по сравнению 
с ЗД (рис. 3А,Б). При этом их рецептор этих хемо-
кинов CXCR2 в НП не экспрессировался. Ген CXCL5 
связан с БП [43], тогда как гены CXCL6, CXCL8 свя-
заны с БП опосредованно – они влияют на диффе-
ренцировку ДА-нейронов [44]. Наряду с этим, в НП 
пациентов с БП по сравнению с клетками ЗД по-
вышена экспрессия таких генов, связанных с им-
мунитетом, как CXCL12, CXCR4, CXCR7 (рис. 3А). 
Экспрессия этих генов ассоциирована с развитием 
нейродегенеративных заболеваний, включая БП [45].

Таким образом, как в НП, так и в глиальных клет-
ках пациентов с БП происходит снижение экспрессии 
большого числа ДЭГ, связанных с врожденным и при-
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Рис. 1. Профили 
экспрессии генов 
иммунного ответа 
в нейральных пред-
шественниках (НП) 
и глии у здоровых 
доноров (ЗД, синий 
цвет) и пациентов 
с болезнью Пар-
кинсона (БП, крас-
ный цвет) (усред-
ненные значения 
TPM >10). А, В, Д, 
Ж – НП; Б, Г, Е, З – 
глиальные клетки. 
*q < 0.05, **q < 0.01, 
***q < 0.001 (mul-
tiple t-test) 
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Рис. 2. Профили экспрессии генов иммунного ответа, общих для нескольких сигнальных путей. А – нейральные 
предшественники, Б – глия. Усредненные значения TPM (> 10) для клеток, полученных от пациентов с болезнью 
Паркинсона (красный цвет) и здоровых доноров (синий цвет). *q < 0.05, **q < 0.01, ***q < 0.001 (multiple t-test)

Рис. 3. Профили экспрессии генов цитокинов и их рецепторов (А и Б) и генов иммунного ответа на интерферо-
ны (В и Г) в нейральных предшественниках (НП) и глии у здоровых доноров (ЗД) (показаны синим) и пациентов 
с БП (выделены красным) (усредненные значения TPM > 10). А и В – НП. Б и Г – глия. *q < 0.05, **q < 0.01, 
***q < 0.001 (multiple t-test) 
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обретенным иммунитетом, в частности, с воспалени-
ем. При общем сходстве между клетками НП и глии 
наборы ДЭГ в них совпадают не полностью (рис. 4). 

Данные RNA-seq НП подтверждены с помощью 
РВ-кПЦР выборочных генов (рис. 5А). Сходные тен-
денции в ДЭГ выявлены с помощью RNA-seq и РВ-
кПЦР и в глиальных клетках, но с меньшей значи-
мостью (рис. 5Б). 

На рис. 3S (Приложение 1) представлены дан-
ные по экспрессии серии генов по категориям GO: 
воспаление и хроническое воспаление (А, Б); ответ 
на молекулы бактериального происхождения (В, Г); 
связь с цитокинами и рецепторами цитокинов (Д, Е); 
негативная регуляция продукции цитокинов (Ж, З). 
На рис. 4S (А, Б) – по категории каскад комплемен-
та (Complement cascade) ресурса HallMark50. Видно, 
что в линиях БП экспрессия генов преимуществен-
но ниже, чем в клетках от ЗД.

Гипотетические механизмы, приводящие 
к нарушениям врожденного иммунного ответа 
в нейральных предшественниках пациентов 
с болезнью Паркинсона с мутациями в гене 
PARK2
На основании опубликованных ранее и получен-
ных нами данных можно высказать определенные 
предположения относительно влияния мутаций 
в гене PARK2 на иммунный ответ у пациентов с БП. 
Нативный белок Паркин, как убиквитин-Е-лигаза, 
участвует в убиквитинировании субъединицы 
IKBKG/IKKγ/NEMO, входящей в состав ингибитор-
ного комплекса NFκB в цитоплазме [46], и, как след-
ствие, способствует активации белков NFκB1 
и RELA, что приводит к повышению экспрессии 
факторов воспаления [47], в том числе NFκB за счет 
авторегуляции (табл. 4S, Приложение 1) (таргетные 
гены RELA). Можно предположить, что белок пар-

Рис. 4. Диаграммы Венна для ДЭГ в нейральных предшественниках и глиальных клетках. А – провоспалительный 
сигнальный путь TNFα/NFκB. Б – сигнальные пути IL6–STAT3 и IL2–STAT5. В – клеточный ответ на IFNα и IFNγ.  
↓ – понижение экспрессии, ↑ – повышение экспрессии в клетках пациентов с болезнью Паркинсона по сравне-
нию с здоровыми донорами
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Рис. 5. РВ-кПЦР-анализ транскрипции генов в нейральных предшественниках и глиальных клетках здоровых до-
норов (синий) и пациентов с болезнью Паркинсона (красный). А – нейральные предшественники; Б – глия. Ген 18S 
рРНК использован в качестве референсного. *q < 0.05, **q < 0.01, ***q < 0.001 (multiple t-test)
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кин, продукт мутантного гена PARK2, в убиквити-
нировании не участвует, что приводит к снижению 
активации факторов NFκB у пациентов с БП.

Ранее мы обнаружили резкое повышение экспрес-
сии многих генов семейства HOX в НП пациентов 
с БП, несущих мутации в гене PARK2, по сравнению 
со ЗД [27]. Есть данные, что белки HOX могут про-
являть свойства ингибиторов ацетилтрансферазной 
активности CREBBP/CBP [48]. Известно, что транс-
крипционный фактор CREB и сопряженный с ним 
сигнальный путь (CREB–CREBBP и/или EP300) 
играет важную роль в регуляции иммунного ответ 
[49]. Нами проведен RNA-seq-анализ экспрессии 
в НП генов, вовлеченных в сигнальный путь CREB, 
а также ряда таргетных генов этого сигнального 
пути, выявленных при определении CREB-регулона 
в геноме человека [50, 51] и имеющих отношение 
к стрессу, транскрипции, сигнальным путям иммун-
ного ответа (рис. 6). Экспрессия генов пути CREB 
в НП пациентов с БП немного повышена в отличие 
от экспрессии таргетных генов, значимо сниженной 
по сравнению с ЗД. Возможно, что повышенная экс-
прессия генов HOX в линиях НП пациентов с БП 
по сравнению с ЗД может опосредованно приводить 
к снижению экспрессии таргетных генов по сигналь-
ному пути CREB – (CREBBP–HOX гены) – таргетные 
гены [27], в частности, RELA и NFKB1.

Следует также отметить, что активация генов 
HOX может быть связана с увеличением синтеза 
ретиноевой кислоты (RA) [27], а механизм подавле-
ния воспаления и экспрессии NFκB у пациентов 
с БП может быть сопряжен с RA [52]. Проведенный 
нами анализ экспрессии генов RALDH1, RALDH2, 

RALDH3, ассоциированных с синтезом RA, а также 
генов ядерных рецепторов RARA, RXRA (рис. 6Б) 
и их активатора PNRC1 (рис. 1Д) выявил повыше-
ние их экспрессии в клетках НП. 

Известно также, что белок паркин в норме стаби-
лизирует фактор CTNNB1 (β1-катенин), коактиватор 
фактора транскрипции LEF1 [53]. Мутации в PARK2 
при БП могут дестабилизировать β1-катенин и, сле-
довательно, влиять на работу сопряженного ком-
плекса, включающего транскрипционные репрессоры 
HES1, HEY1. Факторы CTNNB1, TLE1, LEF1, HES1, 
HEY1 в составе транскрипционного комплекса [54–
57] могут существенно подавлять экспрессию генов-
мишеней (табл. 4S, Приложение 1). По нашим дан-
ным экспрессия генов CTNNB1, LEF1, HES1, HEY1 
в НП БП повышена по сравнению с ЗД (рис. 6Б), что, 
по-видимому, может приводить к подавлению транс-
крипции их генов-мишеней, в том числе факторов 
транскрипции BCL3, ATF3, JUN, STAT3.

Анализ базы данных таргетных генов транс-
крипционных факторов (http://maayanlab.cloud/har-
monizome3.0) позволяет предположить, что обна-
руженное нами снижение экспрессии многих ДЭГ 
обусловлено сниженной экспрессией их факторов 
транскрипции (табл. 4S), зависящей от соотноше-
ния про- и противовоспалительных факторов, повы-
шенной экспрессии группы репрессорного действия, 
сопряженной с β-катенином, и отсутствием нейро-
протекции со стороны мутантного паркина.

Гипотетический механизм влияния нарушений 
в экспрессии PARK2 на работу генов иммунной си-
стемы в клетках НП пациентов с БП, суммирую-
щий возможные сигнальные пути, показан на рис. 7. 

CREB- путь таргетные гены WNT сигнальный путьRA-синтез, рецепторы

A Б

C
R

E
B

1

C
R

E
B

B
P

E
P

30
0

R
E

LA

N
F

K
B

1

C
IT

E
D

2

N
R

P
2

B
A

M
B

I

C
A

V
E

O
LI

N

IR
S1

B
H

LH
E

4
0

F
O

SL
2

C
D

K
N

2B

E
G

R
1

E
G

LN
3

D
U

SP
10

B
C

L2
L1

1

T
G

F
B

2

R
A

LD
H

1

R
A

LD
H

2

R
A

LD
H

3

R
A

R
A

R
A

R
B

R
X

R
A

TL
E1

H
ES

1

H
EY

1

C
TN

N
B

1

LE
F1

TP
M

 (
Tr

an
sc

rip
ts

 p
e

r 
m

ill
io

n)

TP
M

 (
Tr

an
sc

rip
ts

 p
e

r 
m

ill
io

n)

300

150

100

50

20

10

0

600

400

200

100

50

20

0
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В дальнейшем предстоит выяснить, какой/какие 
из сигнальных путей важны при БП. 

Проведенный в настоящей работе анализ ДЭГ 
в клетках НП и глии, полученных из индуцируе-
мых плюрипотентных стволовых клеток пациентов 
с БП, свидетельствует о снижении в них экспрессии 
генов врожденного иммунитета по сравнению с нор-
мой. Следует отметить, что полученные в результа-
те направленной дифференцировки индуцируемых 
плюрипотентных стволовых клеток in vitro клетки 
НП и глии, скорее всего, соответствуют эмбриональ-
ным клеткам [58]. Таким образом, наблюдаемое нами 
снижение транскрипции генов врожденной иммун-
ной системы в клетках, полученных от пациентов 
с БП, несущих мутации в гене PARK2, по сравне-
нию с клетками ЗД, по-видимому, отражает началь-
ные продромальные стадии развития БП. 

В этой связи важно также отметить данные, 
согласно которым паркин является активатором 
врожденного иммунитета [59]. Это может служит 
указанием на то, что отсутствие синтеза паркина, 
обусловленное мутацией в гене PARK2, должно 
приводить к подавлению врожденного иммунитета. 
Это и наблюдается в проанализированных нами НП 
и глиальных клетках пациентов с БП, носителей 
мутантного гена PARK2. 

Рис. 7. Схематическое изображение возможных механизмов влияния мутации в гене PARK2 на иммунный ответ 
клеток нейральных предшественников у пациентов с болезнью Паркинсона. Синий цвет в прямоугольнике – бел-
ки со сниженной экспрессией, оранжевый – белки с повышенной экспрессией в клетках пациентов с болезнью 
Паркинсона по сравнению с здоровыми донорами. Белый фон – отсутствие дифференциально экспрессирую-
щихся генов. Синий цвет в овале означает подавление функции белка путем его модификации. Слитые прямоу-
гольники – белок-белковое взаимодействие. Оттенки цвета отражают величину дифференциальной экспрессии 

ВЫВОДЫ 
В линиях клеток НП и глии, полученных от паци-
ентов с БП, выявлена большая группа генов, экс-
прессия которых снижена, по сравнению с клетками 
здоровых доноров. Эти гены относятся главным об-
разом к сигнальным путям врожденного иммуните-
та: NFκB, IL6–STAT3, IL2–STAT5, IFNα, IFNγ и кле-
точного ответа на стресс сигнального пути CREB. 
Лишь у ограниченного числа генов иммунной си-
стемы выявлена повышенная экспрессия в клетках 
НП, полученных от пациентов с БП. 

Существует множество общих генов иммунного 
ответа, экспрессия которых понижена как в НП, 
так и в глии пациентов с БП по сравнению с ЗД. 
Среди них гены, кодирующие провоспалительные 
факторы (NFKB1, RELA), супрессоры иммунной 
системы (NFKBIA, SOCS3, PIAS3), компоненты сиг-
нального пути IL6–STAT3 (JAK1 и STAT3), компо-
ненты сигнального пути OSMR. В НП от пациентов 
с БП выявлены гены противовоспалительных ком-
плексов с повышенной экспрессией по сравнению 
с ЗД, связанные с продукцией ретиноевой кислоты.

В клетках НП и глии пациентов с БП по сравне-
нию с ЗД понижена экспрессия ряда генов, отвеча-
ющих за адгезию (CCL2, CXCL1, ICAM1), миграцию 
лимфоцитов к местам воспаления (CXCL2, CXCL5, 
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CXCL6, CXCL8), поддержание пролиферации эндо-
телия и эпителия (PDGFC, VEGFA, HBEGF), про-
цессинг белка (PLAU, PLK2), а также за энерге-
тический обмен между астроцитами и нейронами 
(PFKFB3) и связь между ними (CD47). 

Исследования выполнены в рамках 
Государственного задания НИЦ 
«Курчатовский институт».

Приложения доступны на сайте  
https://doi.org/10.32607/actanaturae.27664
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не могут быть использованы. 
 • Между инициалами и фамилией всегда ставится про-
бел: А.А. Иванов (в заглавии статьи пробелы ставятся 
и между инициалами – А. А. Иванов). 
 • Все даты в виде «число.месяц.год» набиваются следую-
щим образом: 02.05.1991. 
 • Точка не ставится после: УДК, заглавия статьи, авторов, 
адресов, заголовков и подзаголовков, названий таблиц, 
подписей к  рисункам, размерностей (с – секунда, 
г – грамм, мин – минута, ч – час, сут – сутки, 
град – градус). 
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(мес. – месяц, г. – год, т. пл. – температура плавления), 
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 • Сокращения единиц измерений пишутся только рус-
скими буквами (мкМ, но не µM; нм, но не nm).
 • Знак «–» (тире) отбивается пробелами, знаки «минус», 
«интервал» или «химическая связь» пробелами не отби-
ваются.
 • В качестве знака умножения используется только «×». 
Знак «×» ставится только в том случае, если справа 
от него стоит число. Символом «∙» обозначаются ком-
плексные соединения в химических формулах, а также 
нековалентные комплексы (ДНК∙РНК и т.п.).
 • Используются только «кавычки», но не “кавычки”. 
 • В формулах используются буквы латинского и грече-
ского алфавитов.
 • Латинские названия родов и видов животного мира пи-
шутся курсивом, таксонов более высокого ранга, а так-
же названия вирусов и бактериофагов в латинской 
транскрипции – прямым шрифтом. 
 • Названия генов (кроме обозначения генов дрожжей) пи-
шутся строчным курсивом, названия белков – прямым 
шрифтом.
 • Названия нуклеотидов (А, Т, G, C, U), аминокислотных 
остатков (Arg, Ile, Val и т.д.) и фосфатов (ATP, AMP 
и т.д.) пишутся в латинской транскрипции прямым 
шрифтом.
 • Нумерация азотистых оснований и аминокислотных 
остатков пишется без дефиса (T34, Ala89).
 • При выборе единиц измерения необходимо придержи-
ваться международной системы единиц СИ.
 • Молекулярная масса выражается в дальтонах (Да, кДа, 
МДа).
 • Количество пар нуклеотидов обозначается сокращени-
ями (п.н., т.п.н.).
 • Количество аминокислотных остатков обозначается со-
кращением (а.о.).
 • Биохимические термины (в частности, названия фер-
ментов) приводятся в соответствии с международными 
правилами IUPAC.
 • Сокращения терминов и названий в тексте должны 
быть сведены к минимуму. 
 • Повторение одних и тех же данных в тексте, таблицах 
и графиках недопустимо.

ТРЕБОВАНИЯ К ИЛЛЮСТРАЦИЯМ 
 • Рисунки к статьям приводятся отдельными файлами 
в формате TIFF, при необходимости – в заархивирован-
ном виде.
 • Иллюстрации должны иметь разрешение не  ниже 
300 dpi для  цветных и  полутоновых изображений 
и не менее 600 dpi для черно-белых иллюстраций. 
 • Недопустимо использование дополнительных слоев. 

РЕЦЕНЗИРОВАНИЕ, ПОДГОТОВКА РУКОПИСИ К ПЕЧАТИ, 
ОЧЕРЕДНОСТЬ ПУБЛИКАЦИИ
Статьи публикуются по мере поступления. Члены ред-
коллегии имеют право рекомендовать к ускоренной пу-
бликации статьи, отнесенные редколлегией к приоритет-
ным и получившие высокую оценку рецензентов.

Статьи, поступившие в редакцию, проходят эксперти-
зу членов редколлегии и направляются на внешнее ре-
цензирование. Выбор рецензента является прерогативой 
редакции. Рукопись направляется на отзыв специалистам 

в данной области исследований, и по результатам рецен-
зирования редколлегия определяет дальнейшую судьбу 
рукописи: принятие к публикации в представленном виде, 
необходимость доработки или отклонение. 

Возвращение рукописи авторам на доработку не оз-
начает, что статья принята к печати. После получения 
доработанного текста рукопись вновь рассматривается 
редколлегией. Доработанный текст автор должен вернуть 
вместе с ответами на все замечания рецензента. 

Переработанная рукопись должна быть возвращена 
в редакцию в течение одной недели после получения ав-
торами отзывов. 

На всех стадиях работы с авторами, редакторами и ре-
цензентами редакция использует электронно-почтовую 
связь, поэтому авторы должны быть очень внимательны 
к указанному в рукописи электронному адресу и должны 
своевременно сообщать о произошедших изменениях.

Корректуры статей редакция рассылает авторам 
по электронной почте в виде pdf-файла. На стадии кор-
ректуры не допускаются замены текста, рисунков или та-
блиц. Если это все же необходимо, то данный вопрос ре-
шается с редколлегией.

ОФОРМЛЕНИЕ ССЫЛОК
Ссылки на цитируемую литературу приводятся в тексте 
цифрами в квадратных скобках (нумерация в порядке 
цитирования). Ссылке на работу в таблице или в подписи 
к рисунку присваивается порядковый номер, соответству-
ющий расположению данного материала в тексте статьи.

Библиографические описания цитируемых источни-
ков в списке литературы следует оформлять в соответ-
ствии с требованиями Международного комитета редак-
торов медицинских журналов (International Committee of 
Medical Journal Editors — ICMJE) и AMA Manual of Style: 
A Guide for Authors and Editors (11th Edition). 

Подробные правила оформления ссылок представлены 
тут:  https://actanaturae.ru/2075-8251/pages/view/references 

Пользователям специализированного ПО для форми-
рования библиографии редакция рекомендует следующие 
ресурсы:
• �EndNote — скачать файл стиля Acta Naturae.ens, про-

смотреть референтный стиль JAMA: Journal of the 
American Medical Association (AMA 11th edition);

• �Zotero — просмотреть референтный стиль American 
Medical Association 11th edition (brackets);

• �Mendeley — посмотреть референтный стиль  American 
Medical Association.
Примеры оформления ссылок:

1. Hisakata R, Nishida S, Johnston A. An adaptable metric 
shapes perceptual space. Curr Biol. 2016;26(14):1911-1915. 
doi: 10.1016/j.cub.2016.05.047
2. Sambrook J, Russell DW. Molecular Cloning: A Laboratory 
Manual. 3rd ed. CSHL Press; 2001.
3. Hogue CWV. Structure databases. In: Baxevanis AD, 
Ouellette BFF, eds. Bioinformatics. 2nd ed. Life Sciences 
Series. Wiley-Interscience; 2001:83-109.

Для  связи с  редакцией следует использовать  
следующий электронный адрес: actanaturae@gmail.com,  
телефон: (495) 727-38-60.
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